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Suomen suosituimman marjakasvin, mansikan (Fragaria x ananassa), viljelyä haittaavia 
taudinaiheuttajia leviää maahamme muun muassa ulkomaisen taimimateriaalin mukana. Yksi 
tällaisista taudeista on mustalaikku, joka voi pahimmillaan johtaa merkittäviin satotappioihin. 
Tautia aiheuttava Colletotrichum acutatum –sieni leviää uusille alueille useimmiten 
oireettomien taimien mukana. Istutusmateriaalin puhtauden varmistaminen on hankalaa, sillä 
sieni voi elää piilevänä saastuneen kasvin pinnalla oireiden ilmaantuessa vasta kasvien 
istutuksen jälkeen. Tämän takia mustalaikun testauksessa on käytettävä herkkiä 
molekulaarisia menetelmiä, joista kvantitatiivinen PCR on osoittautunut soveltuvimmaksi.  
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli koota taimille sopiva mustalaikun testausmenetelmä, 
joka kattaisi kaikki vaiheet näytteiden keruusta patogeenin tunnistamiseen. Tutkimuksessa 
testattiin taimien eri solukkojen soveltuvuutta patogeenin havaitsemiseen sekä yhdistettiin 
paramagneettisia partikkeleja hyödyntävä DNA:n eristysmenetelmä aiemmin julkaistuun 
mustalaikun qPCR-protokollaan. Mustalaikun testaukseen sopivimmaksi solukoksi osoittautui 
nuori lehti: solukosta saatiin suurimmat DNA-saannot ja C. acutatum-infektio alkaa yleensä 
lehdistä. Puhtaan DNA:n eristäminen mansikasta on hankalaa polyfenolien paljouden takia, 
mutta käytetyllä protokollalla saatiin inhibiittoreista vapaata DNA:ta. Kohdesekvenssi 
monistui qPCR-reaktiossa ongelmitta, eikä nekroottisesta mustalaikkuoireesta otetun 
näytteenkään eristyksessä kulkeutunut mukana polymeraasia häiritseviä tekijöitä. qPCR-
protokolla saatiin sovitettua käytetylle laitteistolle, ja analyysissa päästiin haluttuun 
herkkyyteen, eli 50 fg C. acutatumin DNA:ta sisältänyt näyte monistui yli havaitsemis-
kynnyksen. Marjaosaamiskeskuksen koetilan mansikoista yksi osoittautui saastuneen C. 
acutatumilla, ja yliopiston tutkimuspuutarhalta löytyneen oireellisen mansikan 
taudinaiheuttajaksi vahvistettiin kyseinen patogeeni. Kaikissa mansikkanäytteissä tapahtui 
viiden viimeisen syklin aikana monistumista, jota ei saatu yrityksistä huolimatta poistettua: 
todennäköisesti kontaminaatiosta johtunut myöhäinen monistuminen ei kuitenkaan häiritse 
mustalaikun tunnistusta, vaan se voidaan jättää huomioimatta detektiorajan jälkeisenä 
monistumisena.  
qPCR on herkkä ja spesifinen menetelmä, jolla pystytään havaitsemaan pieniäkin määriä 
taudinaiheuttajaa. Haittana on kuitenkin, ettei sillä voida erottaa eläviä soluja kuolleista: 
tutkimuksessa löydetty positiivinen lehtinäyte ei välttämättä tarkoita kasvin olevan 
infektoitunut mustalaikulla, sillä kyseessä voi olla kuollut solu tai vapaa DNA, joka on 
kulkeutunut lehden pinnalle esimerkiksi kuljetuksen yhteydessä. Mansikantaimien puhtaus on 
kuitenkin erittäin tärkeää, sillä mustalaikkua on hankala hävittää viljelmältä, joten qPCR:n 
herkkyydellä saavutettu etu on suurempi kuin vääristä positiivisista tuloksista aiheutuva 
haitta. Tämän tutkimuksen perusteella qPCR-menetelmää voidaan luotettavasti käyttää 
mustalaikun testaamiseen mansikantaimista.             
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The cultivation of strawberry (Fragaria x ananassa) is harmed by pathogens that spread to 
Finland for example on imported planting stocks. One of these pathogens is strawberry black 
spot, which in worst case can cause significant yield losses. Colletotrichum acutatum, the 
fungus causing the disease, disseminates easily to new areas via asymptomatic transplants. 
The purity of the planting material is difficult to confirm, because the fungus can persist on 
contaminated strawberry plants without causing symptoms until the transplants have been 
planted. Due to this latent infection molecular techniques are needed in order to detect the 
pathogen, and quantitative PCR has shown to be the most suitable of these techniques.    
The aim of this thesis was to build a detection method for strawberry transplants covering 
every phase from sampling to locating the pathogen. In this study different tissues of the 
strawberry transplants were tested for their suitability for the detection of the pathogen, and a 
DNA isolation protocol based on paramagnetic particles was connected to previously 
published qPCR protocol. Young leaves revealed to be the best tissue for pathogen detection: 
the total yield of DNA was the highest and the infection of C. acutatum usually begins from 
the leaves. It is difficult to isolate pure DNA from the strawberry due to its high content of 
polyphenols, but with the tested isolation method the purified DNA was free of inhibitors. The 
target sequence amplified in the qPCR reaction without problems and there were no factors 
disturbing the polymerase even in the sample taken from the necrotic black spot symptom. 
The qPCR protocol was adjusted successfully, and the desired sensitivity was reached when 
amplification of 50 fg of DNA of C. acutatum surpassed the detection threshold. One 
contaminated strawberry was detected from the samples collected from the trial farm of 
Marjaosaamiskeskus, and it was confirmed that C. acutatum was the cause of the symptoms 
of the diseased strawberry in the Research Garden of the University of Eastern Finland. There 
was late amplification in all the strawberry samples during the last five cycles of the reaction, 
but this does not however affect the detection of the strawberry black spot, because the 
detection threshold was set at 35 cycles, so the amplification happening after that can be 
excluded. 
The qPCR is a sensitive and specific technique, which can be used to detect very low amounts 
of pathogens. Nevertheless the inability to distinguish dead cells from living ones is an issue: 
the positive leaf sample does not necessarily mean that the plant is infected with strawberry 
black spot, because it can also result from dead cell or free DNA that has landed on the leaf 
for example during the transportation. However the purity of the strawberry transplants is 
highly important, because it is difficult to get rid of the pathogen once it has spread to the 
production field, and thus the benefit of the sensitivity of the qPCR method is greater than the 
disadvantage coming from false positive results. Based on the results of this study the qPCR 
method can be reliably used to detect the fungus causing strawberry black spot from 
strawberry transplants.   
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Lyhenneluettelo 
 
 
BHQ = pimeä vaimentaja 
Ct = kynnyssykli 
DNA = deoksiribonukleiinihappo 
dTTP = 2’-deoksitymidiini-5’-trifosfaatti 
dUTP = 2’-deoksiuridiini-5’-trifosfaatti 
ELISA = entsyymivälitteinen immunosorbenttimääritys 
FRET = fluoresenssin resonanssienergian siirto 
ITS = internal transcribed spacer 
l-RNA = lähetti-RNA 
PCR = polymeraasiketjureaktio 
PDA = potato dextrose agar 
PMP = paramagneettinen piidioksidipartikkeli 
qPCR = kvantitatiivinen PCR 
qRT-PCR = kvantitatiivinen käänteiskopiointi-PCR 
RAPD = random amplified polymorphic DNA 
rDNA = ribosomaalinen DNA 
RFLP = DNA:n katkoskirjo 
RNA = ribonukleiinihappo 
s. l. = sensu lato 
T4 GP32 = T4-bakteriofagin geenin 32 proteiini 
UDG = urasiili-DNA-glykosylaasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Sisällysluettelo 
 
1. JOHDANTO ...................................................................................................................... 7 
2. KIRJALLISUUSKATSAUS .............................................................................................. 9 
2.1. Colletotrichum acutatum ............................................................................................. 9 
2.1.1. Taksonominen luokittelu ...................................................................................... 9 
2.1.2. Fenotyypit .......................................................................................................... 11 
2.1.3. Elinkierto ja infektiomekanismi mansikassa ...................................................... 13 
2.1.4. Ei-patogeeninen elinkierto ................................................................................. 15 
2.2. Mansikan mustalaikkutauti ........................................................................................ 17 
2.2.1. Oireet mansikassa............................................................................................... 17 
2.2.2. Leviäminen ......................................................................................................... 20 
2.2.3. Torjunta .............................................................................................................. 22 
2.2.4. Diagnoosimenetelmät ......................................................................................... 25 
2.3. Kvantitatiivinen PCR ................................................................................................ 28 
2.3.1. qPCR kasvipatogeenien tunnistuksessa ............................................................. 31 
3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET .................................................................................... 33 
4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT ............................................................................. 34 
4.1. Mansikkanäytteet ....................................................................................................... 34 
4.2. Verrokkisienikanta ..................................................................................................... 34 
4.3. DNA:n eristys ja pitoisuuden määritys ..................................................................... 35 
4.4. qPCR-menetelmä ....................................................................................................... 36 
4.4.1. Alukkeet ja reaktioseos ...................................................................................... 36 
4.4.2. DNA:n määrä reaktiossa .................................................................................... 37 
4.4.3. Laitteisto ja ajo-ohjelma ..................................................................................... 38 
4.4.4. Monistustuotteen tarkistus elektroforeesilla ...................................................... 39 
5. TULOKSET ..................................................................................................................... 40 
5.1. DNA-saannot eri solukoista ...................................................................................... 40 
5.2. qPCR-menetelmän optimointi ................................................................................... 42 
5.2.1. Standardisuora .................................................................................................... 42 
5.2.2. Epäspesifinen sitoutuminen ja kontaminaatiot................................................... 43 
5.3. Mustalaikun havaitseminen qPCR-menetelmällä...................................................... 45 
5.3.1. Näytteiden yhdistäminen .................................................................................... 45 
6. POHDINTA ...................................................................................................................... 47 
6.1. Johtopäätökset ........................................................................................................... 52 
7. LÄHDELUETTELO ........................................................................................................ 53 
 
  
7 
 
1. JOHDANTO 
 
Mansikka (Fragaria x ananassa) on merkittävin marjakasvi Suomessa. Vuonna 2012 sen sato 
oli 14,1 milj. kg eli koko avomaan marjantuotannosta 85 % oli mansikkaa (Tike 2013). 
Mansikan viljelyä uhkaavat kuitenkin kasvitaudit, joista haitallisimmat ovat sienipatogeenien 
aiheuttamia. Suomessa yleisin sienitauti on tällä hetkellä harmaahome, mutta monien 
muidenkin sienten pelätään leviävän ja tuhoavan satoja tulevaisuudessa. Yksi niistä on 2000-
luvun alussa mansikan tuontitaimien mukana Suomeen levinnyt mustalaikkutauti, jota 
aiheuttaa Colletotrichum acutatum -sieni (Parikka & Kokkola 2001). Tautia esiintyy 
maailmanlaajuisesti ja se aiheuttaa vuosittain suuria satotappioita. 
Mustalaikkutaudin oireita ovat mustat nekroottiset laikut lehdissä, marjoissa sekä rönsyissä. 
Se voi aiheuttaa myös juurakko- ja juurimätää sekä tappaa mansikantaimia. Tautia on vaikea 
torjua, sillä C. acutatumilla on monia isäntäkasveja ja se leviää tehokkaasti tuottamalla 
kuroumaitiöitä, jotka kulkeutuvat vesiroiskeiden mukana. Sieni voi myös elää piilevänä sekä 
isäntäkasvinsa että esimerkiksi rikkakasvien pinnalla, aiheuttamatta oireita, mutta pystyen 
lisääntymään (Freeman ym. 2001a). Useimmiten mustalaikku leviää viljelmille juuri 
saastuneista, mutta oireettomista taimista ja olosuhteiden muututtua suotuisiksi, esimerkiksi 
taimen istutuksen tai sadon kypsymisen jälkeen, taudin oireet tulevat näkyviin. 
C. acutatum luokiteltiin aiemmin karanteenituhoajaksi Euroopassa. Taudinaiheuttajan 
ehkäisemiseksi kaikki sairastuneet kasvit hävitettiin ja viljelylohko määrättiin kolmeksi 
vuodeksi karanteeniin. Sienen status muutettiin EU:ssa taimiaineistotuhoajaksi vuonna 2009, 
joka tarkoitti, että ainoastaan taimiaineiston on oltava tervettä; mustalaikun esiintyminen 
mansikkaviljelmillä ei vaadi enää toimenpiteitä. Taudin täydellisen hävittämisen sijaan 
pyritään siis estämään sen leviämistä. Taimiaineiston puhtauden varmistaminen vaatii hyvää 
diagnoosimenetelmää, sillä mustalaikun toteamiseksi ei riitä pelkkä havainnointi sen 
oireettoman olomuodon takia. C. acutatum -sienen tunnistamiseksi on kokeiltu useita 
menetelmiä, joista molekyylibiologiaan perustuva kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio 
(qPCR) on osoittautunut soveltuvimmaksi (Debode ym. 2009, Garrido ym.  2009a). 
Toimiva tunnistusmenetelmä yksin ei kuitenkaan riitä lisäysmateriaalin puhtauden 
toteamiseen. Kvantitatiivisesta PCR-analyysia varten tarvitaan puhdasta, inhibiittoreista 
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vapaata DNA:ta, jonka eristäminen mansikasta on haastavaa (Sreenivasaprasad ym. 1996;  
Porebski ym. 1997; Vandroemme ym. 2008). Lisäksi tarvitaan tietoa siitä, kuinka 
taimiaineisto kannattaa seuloa, jotta mahdollisimman moni taudinaiheuttaja havaitaan. Tässä 
tutkimuksessa pyrittiin löytämään toimintamallit, jotka yhdessä muodostaisivat toimivan 
diagnoosimenetelmän kattaen kaiken näytteenkeruusta patogeenin paikantamiseen. 
Tutkimuksessa testattiin mansikan eri solukoista otettujen näytteiden toimivuutta 
jatkoanalyyseissa sekä paramagneettisiin partikkeleihin perustuvaa DNA:n 
eristysmenetelmää, ja yhdistettiin nämä aiemmin julkaistuun qPCR-protokollaan sienen 
tunnistamiseksi. 
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1.   Colletotrichum acutatum 
Colletotrichum acutatum Simmonds –sieni kuvattiin ensimmäisen kerran vuonna 1965, kun 
J.H. Simmonds tutki papaijan hedelmämätää aiheuttavaa patogeeniä Australiassa (Buddie ym. 
1999 mukaan). Kyseinen sieni on moni-isäntäinen taudinaiheuttaja, sillä sen on todettu 
infektoivan puu- ja ruohovartisia kasveja, koriste-, rehu- ja hedelmäkasveja sekä havupuita 
(Lardner ym. 1999; Sreenivasaprasad & Talhinhas 2005). Nykyisin sientä esiintyy 
maailmanlaajuisesti ja se aiheuttaa merkittäviä satotappioita esimerkiksi mansikalla, 
mantelilla, sitruunalla, oliivilla ja lupiinilla. 
C. acutatum on muiden Colletotrichum-suvun jäsenien tapaan todella vaihteleva 
biologialtaan: moni-isäntäisyyden lisäksi sienien fenotyyppi, patogeenisyys ja elinkierto 
voivat vaihdella riippuen kyseessä olevasta alalajista (Sreenivasaprasad & Talhinhas 2005, 
Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004). Vaikka uudet genomin tutkimiseen perustuvat 
molekyylibiologiset menetelmät ovat osoittaneet eroja esimerkiksi Colletotrichum 
gloeosporioides -lajiin, on C. acutatum lajikäsitteenä silti monitulkintainen, eikä sienen 
tunnistaminen ole yksinkertaista (Than ym. 2008). 
 
2.1.1. Taksonominen luokittelu 
C. acutatum kuuluu kotelosienten (Ascomycota) kaareen ja on osa Colletotrichum-sukua. 
Suvun jäseniä on tunnistettu ja eroteltu monin tavoin, muun muassa morfologisten, 
patogeenisten ja fysiologisten eroavaisuuksien perusteella (Smith & Black 1990; Lardner ym. 
1999), mutta menetelmät ovat osoittautuneet epäluotettaviksi yksin käytettyinä sienten 
suurten lajinsisäisten vaihteluiden vuoksi (Buddie ym. 1999; Martinez-Culebras ym. 2003; 
Cai ym. 2009; Damm ym. 2012). Molekyylibiologiaan perustuva taksonomia on syrjäyttänyt 
perinteisemmät luokittelumenetelmät, ja sen avulla onkin saatu selvennettyä sekä lajienvälisiä 
että lajinsisäisiä eroja. Colletotrichum-suvun jäseniä on jaoteltu muun muassa RAPD-
analyysin (random amplified polymorphic DNA) ja DNA:n katkoskirjomenetelmän (RFLP) 
avulla (Lardner ym. 1999; Denoyes-Rothan ym. 2003; Guerber ym. 2003; Liu ym. 2012), 
mutta erityisesti sekvensointiin perustuva luokittelu on yleistynyt 2000-luvulla. Esimerkiksi 
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tubuliinia koodaavien geenien sekä genomin ribosomaalisella DNA-alueella (rDNA) 
sijaitsevien ITS-alueiden (engl. internal transcribed spacer) polymorfiaa eli emäsvaihteluita 
on käytetty sienten lajikäsitteiden tarkentamisessa (Freeman ym. 2001b; Martinez-Culebras 
ym. 2003; Sreenivasaprasad & Talhinhas 2005; Than ym. 2008; Garrido ym. 2009b; Van 
Hemelrijck ym. 2010). 
C. acutatum -lajiin katsotaan kuuluvan suuri joukko isolaatteja, jotka eroavat sekä 
morfologialtaan että genomiltaan Simmondsin vuonna 1965 määrittämästä patogeenistä. 
Tämän takia systematiikassa on käytetty nimitystä C. acutatum lajiryhmä (engl. aggregate, 
species complex) tai C. acutatum sensu lato (s.l.) (Buddie ym. 1999; Lardner ym. 1999; 
Freeman ym. 2001b, Damm ym. 2012). Lajia voidaan edelleen määrittää tarkemmin 
jakamalla se C. acutatum sensu stricto -alaryhmiin, joita Johnston ja Jones (1997) 
määrittelivät olevan neljä rDNA:n D2 -alueen eroavaisuuksien perusteella (Lardnerin ym. 
1999 ja Freemanin ym. 2001b mukaan). Sreenivasaprasad ja Talhinhas (2005) jakoivat 
isolaatit kuitenkin ITS-alueiden ja β-tubuliini 2 -geenin sekvenssien perusteella kahdeksaksi 
ryhmäksi (A1-A8), joihin Whitelaw-Weckert ym. (2007) lisäsivät vielä yhden ryhmän (A9) 
tutkittuaan Australiassa esiintyviä patogeenejä. Garridon ym. (2009b) mukaan alaryhmiä 
pitäisi kuitenkin yhdistää niiden suuren samankaltaisuuden takia: A3- ja A7-ryhmät pysyisivät 
ennallaan, mutta A1, A5, A8 ja A9 muodostaisivat yhden kokonaisuuden, samoin A4 ja A6 
yhdistettäisiin, jolloin alaryhmien kokonaislukumääräksi tulisi jälleen neljä.  
Tutkimusten perusteella C. acutatumin eri alaryhmät voivat käyttää samoja lajeja isäntinään 
(Talhinhas ym. 2005; Whitelaw-Weckert 2007; Damm ym. 2012), ja esimerkiksi mansikasta 
on löydetty ryhmien A2-A5, A7 ja A9 patogeenejä (Garrido ym. 2009b; Van Hemelrijck ym. 
2010). Isolaatit eivät myöskään ole isäntäspesifisiä, vaan voivat infektoida useita eri 
kasvilajeja (Freeman ym. 2001b; Talhinhas ym. 2005; Damm ym. 2012). Kuitenkin tietyn 
isäntäkasvin suosimista esiintyy jossain määrin; esimerkkinä lupiinit, joista eristetyt 
patogeenit ovat olleet hyvin homogeenisiä keskenään ympäri maailman (Sreenivasaprasad & 
Talhinhas 2005). Maantieteellisen sijainnin perusteella ei löydettyä C. acutatumia voi 
myöskään luokitella, sillä eri alaryhmiä esiintyy usein samalla alueella, ja yhteen alaryhmään 
kuuluvia sieniä voidaan tavata eri puolilta maailmaa (Van Hemelrijck ym. 2010; Damm ym. 
2012). 
C. acutatum s. l. on vaikea luokiteltava sen perimän vaihtelun vuoksi. Monimuotoisuutta lisää 
heterokaryonien eli kaksi- tai useampitumaisten solujen muodostuminen: osalla C. acutatum -
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kannoista esiintyy vegetatiivista anastomoosia eli sienet pystyvät fuusioimaan sienirihmojen 
soluja toisten yksilöiden kanssa, minkä seurauksena syntyy kaksi erilaista haploidia tumaa 
sisältävä solu, heterokaryoni. Sienet muodostavat pysyviä heterokaryoneja vain oikeanlaisten 
kumppaneiden kanssa, eivätkä kaikki kannat pysty lainkaan anastomoosiin, minkä takia C. 
acutatumin systematiikassa onkin käytetty myös vegetatiiviseen kompatabiliteettiin 
perustuvaa luokitusta (engl. vegetative compatibility grouping) (Freeman & Katan 1997; 
Lardner ym. 1999). Sienen geneettiseen vaihteluun vaikuttaa kuitenkin myös suvullinen 
lisääntyminen (Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004). C. acutatumia oli pidetty anamorfina 
eli ainoastaan suvuttomasti lisääntyvänä sienenä, kunnes Guerber ja Correll (1997) kuvasivat 
ensimmäisinä in vitro -olosuhteissa sen suvullisen asteen, Glomerella acutatan, ja 
myöhemmin suvullinen muoto löydettiin myös in vivo mansikasta ja mustikasta Norjassa 
(Talgø ym. 2007). Teleomorfi määritettiin omaksi lajikseen (Guerber & Correll 2001). 
Edistymisestä huolimatta C. acutatumin systematiikka ja fylogenia on edelleen sekava. On 
myös muistettava, ettei pelkkä genomiikkaan perustuva lajimääritys riitä: systematiikassa on 
pystyttävä yhdistämään molekulaarisin menetelmin kerätty tieto morfologisiin piirteisiin ja 
fysiologisiin ominaisuuksiin (Lardner ym 1999; Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004; Cai 
ym. 2009; Damm ym. 2012). Edistysaskelia lajiryhmän määrittämisessä ovat olleet Thanin 
ym. vuonna 2008 julkaisema epityyppi, sekä Dammin ym. (2012) tekemä fylogeneettinen 
analyysi sadoista C. acutatum -kannoista, jotka toivottavasti helpottavat tulevaisuudessa 
sienen lajinsisäistä taksonomista luokittelua.        
 
2.1.2. Fenotyypit 
C. acutatum s. l. sisältää monenlaisia fenotyyppejä, jotka vaihtelevat morfologialtaan suuresti. 
Eri isolaattien sienirihmastojen ja pesäkkeiden on havaittu kasvavan PDA-maljalla (engl. 
potato dextrose agar) valkoisina, beigeinä, ruskeina, oransseina, vaaleanpunaisina tai 
punaisina (kuva 1) (Smith & Black 1990; Lardner ym. 1999; Whitelaw-Weckert ym. 2007; 
Than ym. 2008; Van Hemelrijck ym. 2010). Kasvusto voi olla harvaa tai tiheää, näyttää 
kristallimaiselta, pumpulimaiselta tai jauhemaiselta, ja se voi kasvaa joko tasaisesti tai 
tuppoina. Sienen ilmiasuun vaikuttaa myös kasvatuksen ikä, sillä vaaleakin sienirihmasto voi 
tummua ja tihentyä iän myötä. Pesäkkeiden morfologia ei ole ryhmäspesifistä, vaan 
esimerkiksi sekä ryhmän A2 että A7 jäsenet tuottavat useimmiten harmaita pesäkkeitä (Van 
Hemelrijck ym. 2010), joten pelkän morfologian perusteella ei voida tunnistaa lajinsisäisiä 
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taksonomisia ryhmiä. Myös Colletotrichum-suvun lajienvälinen tunnistus on epävarmaa, sillä 
C. acutatumin lisäksi myös C. gloeosporioides kasvaa usein harmaana PDA-maljalla (Smith 
& Black 1990; Whitelaw-Weckert ym. 2007; Van Hemelrijck ym. 2010).   
 
Kuva 1. Colletotrichum acutatumin isolaattien fenotyyppinen vaihtelu. Sieniä on kasvatettu 
10 päivää PDA-maljalla 12 h valojaksoissa huoneenlämmössä. Rihmaston väri vaihtelee 
isolaatista riippuen, ja se on lisäksi eri väristä maljan päällä (parittomat numerot) kuin sen 
alapuolella (parilliset numerot). (Muokattu Lardner ym. 1999) 
 
Suvuttomien kuroumaitiöiden eli konidioiden koko ja muoto on ollut perinteisesti tärkeä 
histologinen tunnistuskeino. C. acutatumin haploidit konidiot ovat useimmiten sukkulamaisia 
eli ne suippenevat joko toisesta tai molemmista päistään, mutta itiöt voivat olla myös 
pyöreäpäisiä (Smith & Black 1990; Lardner ym. 1999; Van Hemelrijck ym. 2010, Damm ym. 
2012). Kooltaan lajin kuroumaitiöt ovat keskimäärin 12-15 μm pitkiä ja 3,0-5,5 μm leveitä. 
Niiden ulkonäkö vaihtelee pesäkevärin tavoin melko suuresti alaryhmien välillä, eikä siten 
itiöiden tuntomerkkienkään perusteella pystytä luotettavasti erottamaan isolaatteja toisistaan 
tai lajia C. gloeosporioidesta (Talhinhas ym. 2005). Muita C. acutatumin fenotyypille 
ominaisia piirteitä ovat esimerkiksi C. gloeosporioidesta hitaampi kasvu PDA-maljalla sekä 
solun pintakarvojen puuttuminen (Smith & Black 1990; Lardner ym. 1999; Whitelaw-
Weckert ym. 2007; Van Hemelrijck ym. 2010). 
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Sienen morfologiset ja kasvatukselliset ominaispiirteet ovat siis moninaiset eikä niitä voida 
yksinään käyttää lajitunnistuksessa. C. acutatum s. l. kattaa alleen vaihtelevan joukon erilaisia 
isolaatteja, joten kattavien fenotyyppimääritysten tekeminen on työlästä. Ongelmana ovat 
myös eri laboratorioissa käytettyjen menetelmien vaihtelevuus, minkä takia tutkimukset eivät 
ole keskenään verrannollisia, vaan esimerkiksi saman kannan pesäkevärit voivat erota 
toisistaan erilaisten kasvatusolosuhteiden vuoksi. Cai ym. (2009) julkaisivat ohjeet 
Colletotrichum-suvun fenotyypin tutkimusta varten, tarkoituksenaan yhtenäistää eristys- ja 
kasvatusmenetelmiä, sekä parantaa biokemiallisten testien toistettavuutta luotettavien ja 
vertailukelpoisten tulosten saamiseksi, jotta tulevaisuudessa sienen tunnistus olisi helpompaa. 
 
2.1.3. Elinkierto ja infektiomekanismi mansikassa 
Kuten muidenkin Colletotrichum –suvun sienien, C. acutatumin elinkierto on moninaista ja se 
voi vaihdella isännästä ja solukosta riippuen (Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004; Peres ym. 
2005). Kyseinen patogeeni pystyy paitsi infektoimaan monia kasvilajeja myös vaihtamaan 
strategiaansa kohdekasvin mukaan: Peres ym. (2005) kokosivat yhteen tutkimuksissa 
löytyneet neljä eri infektiotapaa, joiden mukaan sieni voi vaihdella käyttäytymistään 
biotrofisesta nekrotrofiseen. Mansikassa C. acutatum elää subkutikulaarisena, 
intramuraalisena nekrotrofina (kuva 2) (Curry ym. 2002).   
Infektiosykli mansikassa alkaa sienen kuroumaitiöiden kulkeuduttua vesipisaroiden mukana 
mansikan pinnalle (Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004). Haploidit konidiot eivät kykene 
liikkumaan aktiivisesti, mutta ne tarttuvat kiinni kasvin pintasolukkoon tiukasti (Leandro ym. 
2001). Tutkimusten mukaan kuroumaitiöt alkavat itää muutaman tunnin kuluttua 
kiinnittymisestä: ensimmäinen vaihe on iturihman (engl. germ tube) kasvattaminen (Curry 
ym. 2002; Horowitz ym. 2002). Konidioiden toisesta tai molemmista päistä kehittyy 
monilukuinen, keskimäärin yhden kasvisolun mittainen iturihma, ja noin 15 h kuluttua 
inokulaatiosta sieni on vegetatiivisesti kasvattanut haaroittunutta ja tiheää sienirihmastoa 
kasvin pinnalle (Curry ym. 2002, Horowitz ym. 2002). Pieni osa kuroumaitiöistä itää muiden 
tapaan, mutta iturihmojen kasvattamisen sijaan muodostaakin sekundäärisiä konidioita, jotka 
voivat infektoida saman tien uusia solukkoja ja kasveja (Leandro ym. 2001; Horowitz ym. 
2002). 
  
14 
 
Curryn ym. (2002) ja Horowitzin ym. (2002) mukaan noin 20 tunnin kuluttua inokulaatiosta 
alkaa tartuntarihman eli appressorion muodostuminen iturihman turvonneesta päästä. Noin 3-
5 µm kokoiset, muodoltaan möykkyiset appressoriot koostuvat aluksi hyaliinista, mutta 
vuorokauden aikana niiden soluseiniin kertyy melaniinia, jolloin ne pigmentoituvat ja seinät 
kovettuvat. Seuraava vaihe C. acutatumin infektiosyklissä on kasvin pinnan läpi tunkeutuvien 
tartuntapiikkien (engl. penetration peg) kasvattaminen. Tartuntapiikit muodostuvat 
appressorioiden tyven huokosista, ja niiden syntykohdan voi nähdä valomikroskoopilla 
vaaleana pisteenä (engl. internal light spot) katsomalla tartuntarihman lävitse (Curry ym. 
2002). Appressoriot rikkovat yhdessä tartuntapiikkien kanssa kasvin pintaa suojaavan 
kutikulan kahden päivän sisällä konidioiden kiinnittymisestä kasviin, jolloin sieni pääsee 
tunkeutumaan kasvisolukkoon (Horowitz ym. 2002; Peres ym. 2005). Penetraatio tapahtuu 
turgorin eli nestejännityksen avulla, ja se johtaa tartuntarihmojen luhistumiseen. Sienen on 
havaittu myös kykenevän tunkeutumaan kasviin suoraan ilmarakojen kautta, mutta tätä 
tapahtuu ainoastaan lehtiruodissa ja rönsyissä, ja niissäkin harvoin (Curry ym. 2002; 
Horowitz ym. 2002). 
 
Kuva 2. Colletotrichum acutatumin infektiostrategia mansikassa. Kasvin pinnalle tarttuneesta 
kuroumaitiöstä (K) kasvaa iturihma (Ir), jonka turvonneesta päästä kehittyy appressorio (A). 
Rakenteen avulla sieni tunkeutuu kasvin kutikulan (Ku) läpi. Pinnan läpäisyssä avustaa 
tartuntapiikki, jonka syntykohdan voi nähdä vaaleana pisteenä (ILS) appressoriossa. Sieni 
leviää kasvattaen hyyfejä (H) soluvälitilassa, kunnes patogeenin siirtyessä nekrotrofiseen 
vaiheeseen hyyfit tunkeutuvat soluseinien läpi. Tällöin solut kuolevat (N) ja kasvissa näkyvät 
tyypilliset mustalaikkuoireet.  
 
                        N             
K 
Ir 
A ILS 
Ku 
H 
Subkutikulaarinen intramuraalinen nekrotrofi 
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Kasvisolukkoon päästyään sieni kasvattaa sienirihmoja eli hyyfejä. Hyyfit eivät heti tunkeudu 
solujen sisään, vaan kasvavat subkutikulaarisesti ja intramuraalisesti (kuva 2): sienirihmoja on 
kutikulassa ja sen alla epidermisolujen peri- ja antiklinaalisten soluseinien sisällä, jossa ne 
aiheuttavat soluseinien turpoamista (Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004; Peres ym. 2005). 
Tämän hyvin lyhyen, alle 12 tunnin biotrofisen vaiheen jälkeen sienirihmat lisääntyvät 
räjähdysmäisesti ja valtaavat mesofyllin nopeasti; samalla ne tunkeutuvat myös isäntäsolujen 
sisään tappaen ne (Curry ym. 2002; Horowitz ym. 2002). Kuolleet kasvisolut muuttuvat 
tummanruskeiksi, ja sienen aiheuttaman kuolion levitessä kasvissa alkaa näkyä tyypillisiä 
mustalaikkuoireita noin neljän päivän kuluttua itiöiden ja kasvin kohtaamisesta.  
Nekrotrofiseen vaiheeseen siirtymisen jälkeen kutikulaan muodostuu strooma eli itiöemän 
tuottamiseen erikoistunut rihmasto (Curry ym. 2002). Samalle paikalle kehittyy tyynymäinen 
kuromapatja eli akervuli, joka kasvaessaan ja kypsyessään puhkaisee kutikulan vapauttaen 
uusia konidioita ilmaan ja kasvin pinnalle. Nämä yhdessä aiemmin muodostuneiden 
sekundääristen kuroumaitiöiden kanssa infektoivat uusia kasveja jatkaen C. acutatumin 
elinkiertoa.   
 
2.1.4. Ei-patogeeninen elinkierto 
C. acutatumin elinkiertoon voi kuulua infektion lisäksi kasvuvaiheita, jolloin se elää ja 
lisääntyy kasvissa tai sen pinnalla aiheuttamatta tauteja (Horowitz ym. 2002; Wharton & 
Diéguez-Uribeondo 2004; Peres ym. 2005). Endofyyttinä tai epifyyttinä elävää C. acutatumia 
on löydetty sen isäntäkasveista, kuten mansikasta ja mustikasta (Leandro ym. 2001; Peres ym. 
2005), mutta myös monista viljely- ja rikkaruoholajeista, joita se ei infektoi (Horowitz ym. 
2002; Freeman ym. 2001a). Sieni voi lisäksi aiheuttaa isäntäkasvilleen piilevän eli latentin 
infektion (Freeman ym. 2001a), joka myöhemmin käynnistyy uudelleen ja jatkuu 
patogeenisenä infektiosyklinä. 
Horowitz ym. (2002) tutkivat mansikasta eristettyjen C. acutatum -patogeenien elinkaarta 
munakoisossa, paprikassa ja herneessä, joille sieni ei tunnetusti aiheuta tauteja. Infektiosyklin 
alku oli samankaltainen kuin mansikassakin, mutta suurimpana erona oli se, ettei sieni 
tunkeutunut lainkaan kasvin kutikulan läpi. Osa appressorioista kyllä melanisoitui, mutta 
rakenteet säilyttivät sileän muotonsa jopa kaksi viikkoa ilman muutosta eikä tartuntapiikkejä 
muodostunut. Kasvisolukkoon tunkeutui ainoastaan yksittäisiä hyyfejä, jotka pääsivät 
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ilmarakojen ja trikoomien eli solukarvojen kautta pinnan läpi, mutta toisin kuin mansikalla, 
sienirihmat eivät tunkeutuneet mesofylliin asti vaan rajoittuivat kasvamaan epidermisolujen 
välissä läpäisemättä itse soluja. C. acutatum kasvatti muutamassa päivässä kasvin pinnalle 
tiheän, haarautumattomista hyyfeistä koostuvan rihmaston. Sieni muodosti kasvin pinnalla 
myös haploideja sekundäärisiä konidioita, joiden avulla se leviää edelleen uusiin solukoihin ja 
kasveihin.    
Horowitzin ym. (2002) kuvaus C. acutatumin ja ei-isäntäkasvien välisestä vuorovaikutuksesta 
tarkentaa patogeenin epifyyttisen kasvun vaiheita: sieni kasvaa ja lisääntyy kasvin pinnalla 
tunkeutumatta juurikaan sen solukkoon. Vastaavaa tapahtuu myös isäntäkasvien pinnalla: 
Leandro ym. (2001) huomasi viikon kestäneessä tutkimuksessaan patogeenin kykenevän 
kasvattamaan sienirihmastoa ja muodostamaan appressorioita sekä sekundäärisiä konidioita 
mansikan pinnalla aiheuttamatta tautioireita. Myöhemmissä tutkimuksissa vahvistui, että C. 
acutatum voi elää ja lisääntyä epifyyttinä monenlaisissa kosteus- ja lämpötilaoloissa 
läpäisemättä mansikan pintaa (Leandro ym. 2003a). Sieni kykenee kasvamaan myös 
endofyyttisesti, eli se elää kasvin sisällä hyödyntäen siltä saatuja ravinteita aiheuttamatta 
kuitenkaan isännälleen merkittävää haittaa (Freeman ym. 2001a; Peres ym. 2005). 
Isäntäkasveissa ilmenevässä piilevässä eli latentissa infektiossa sieni ei aiheuta tautioireita 
(Freeman & Katan 1997; Freeman ym. 2001a; Wharton & Diéguez-Uribeondo 2004). C. 
acutatumin konidiot kiinnittyvät mansikan pintaan, mutta patogeeni ei itu- ja tartuntarihmojen 
muodostamisen jälkeen siirrykään nopeasti nekrotrofiseen vaiheeseen, vaan jää elämään 
isäntäkasvin subkutikulaarisessa kerroksessa (Freeman ym. 2001a). Myöhemmin suotuisten 
olosuhteiden vallitessa infektio käynnistyy uudelleen ja kasviin ilmestyy tautioireita. Erona 
epifyyttiseen ja endofyyttiseen kasvuun C. acutatum ei latentissa infektiossa pysty 
hyödyntämään isännältä saatuja ravinteita, eikä muodosta sekundäärisiä konidioita tai muita 
lisääntymisrakenteita, vaan lisääntyy vasta kun infektio etenee jälleen patogeenistä mallia 
noudattaen. 
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2.2.  Mansikan mustalaikkutauti 
Mustalaikku (engl. strawberry black spot) on C. acutatum -sienen aiheuttama kasvitauti, joka 
aiheuttaa mittavia tuhoja mansikkaviljelmillä. Mustalaikkutautia voi ilmentyä kaikissa 
mansikan osissa, ja sen aiheuttamat oireet vaihtelevat riippuen infektioalueesta; lisäksi oireet 
ovat taimissa usein erilaisia kuin jo istutettujen kasvien tautitapauksissa (Freeman & Katan 
1997; Peres ym. 2005). Jälkimmäisissä tauti on tuhoisin iskiessään juurakkoon tai marjoihin, 
kun taas taimistoilla ongelmat liittyvät latentteihin infektioihin ja rönsyjen sairastumiseen. 
Myös englanninkielinen ”anthracnose”-sana, jota käytetään yleisnimityksenä mansikan 
tietynlaisille oireille, tarkoittaa mustalaikkutautia. Nimitys on epätarkka, sillä termillä 
viitataan C. acutatumin lisäksi myös muiden Colletotrichum-suvun jäsenten aiheuttamiin 
tauteihin. ”Anthracnose”-taudin aiheuttajan tunnistaminen voikin olla vaikeaa eri patogeenien 
aiheuttamien oireiden samankaltaisuuden vuoksi. Tarkka diagnosointi ja C. acutatumin 
erottaminen C. gloeosporioides - sekä C. fragariae -sienistä on kuitenkin tärkeää, jotta taudin 
torjunta ja leviämisen estäminen olisi tehokasta. 
 
2.2.1. Oireet mansikassa 
Howard ym. (1992) kuvasivat C. acutatum -sienen aiheuttamia lehtioireita epäsäännöllisiksi 
lehtilaikuiksi (engl. irregular leaf spot). Kuvauksella tarkoitetaan tummanruskeiden tai 
mustien laikkujen ilmestymistä lehdyköiden reunoihin ja kärkiin. Vioittumat ovat kuollutta 
solukkoa ja muodoltaan epäsäännöllisiä; ne vaihtelevat suuresti kooltaan ja leviävät lehdykän 
reunaa myötäillen. Epäsäännölliset lehtilaikut ovat ensimmäisiä näkyviä mustalaikkuoireita 
(Smith 2008). Toinen tyypillinen mustalaikun aiheuttama oire on tummanruskeiden tai 
mustien vioittumien muodostuminen lehtiruotiin ja rönsyihin (kuva 3A) (Howard ym. 1992). 
Nämä laikut ovat tarkkarajaisia ja linssin muotoisia; niiden pinta on painunutta ja kuivaa; 
lisäksi nekroottisessa solukossa voi esiintyä silminnähtäviä, punertavia itiömassoja (Smith 
2008; Strand 2008, s. 98). Laikut leviävät ja ympäröivät usein renkaana lehtiruodin tai rönsyn, 
jolloin varsi tukehtuu aineiden kulun estyessä (Howard ym. 1992). Tämä johtaa lehden tai 
juurtumattoman rönsytaimen nuutumiseen ja kuolemaan. 
Lehtien, lehtiruodin ja rönsyjen infektioista voi seurata mustalaikun leviäminen kukkiin (engl. 
flower blight) (Smith 1998b, s. 25; Peres ym. 2005; Strand 2008, s. 99). Howardin ym. (1992) 
mukaan kukassa ilmenevät oireet riippuvat sen kehitysvaiheesta: 1) Jos kukka-aihe 
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infektoituu varhaisessa kehitysvaiheessa, sen terälehdet kuivuvat ja muuttuvat 
tummanruskeiksi tai mustiksi. Kukkavarren alkaessa kasvaa myös se oirehtii samalla tavalla, 
ja koko kukkaverso muuttuu vaaleanruskeaksi. 2) Mikäli kukkavarsi ja -aihe ovat ehtineet jo 
kehittyä, oireet näkyvät verhiössä, tai heti sen alapuolella varressa, johon muodostuu 
samanlainen tumma laikku kuin lehtiruotiin niiden infektoituessa. Kukkaverso kuivuu 
muuttuen vaaleanruskeaksi joko ennen tai jälkeen kukan aukeamisen. 3) Infektion tapahtuessa 
vasta kukan aukeamisen jälkeen oireet näkyvät emien ja siemenaiheiden mustumisena. Verhiö 
ja osa kukkavartta kuivuvat ja muuttuvat vaalean- tai kullanruskeiksi. Yhteisiä piirteitä 
kaikissa mustalaikun kukkainfektioissa ovat kukkien erittämä tahmea mahla, jota löytyy koko 
kukkaverson alueelta, sekä kukkavarsien punertuminen infektioalueen läheisyydestä. 
 
 
Kuva 3. Mustalaikkuoireita mansikassa. A. Lehtiruotiin muodostuneita nekroottisia alueita, 
joissa on nähtävissä sienen tartuntaelimiä (nuoli). B. Mustuneita akeeneja raa’assa 
mansikassa. C. Kypsässä mansikassa ilmeneviä nekroottisia laikkuja. D. Mustuneita, kuolleita 
juuria. E. Kuolleita tai kitukasvuiseksi jääneitä kasveja. (Peres ym. 2005) 
 
Kukkien lisäksi myös marjat voivat saada mustalaikkutartunnan, mistä aiheutuvatkin 
suurimmat taloudelliset tappiot (Peres ym. 2005; Guidarelli ym. 2011). Mustalaikku ilmenee 
eri tavalla raaoissa ja kypsissä marjoissa: Punaisiin mansikoihin ilmestyy samantapaisia 
laikkuja kuin lehtiruotiin ja rönsyihin (kuva 3C) (Howard ym. 1992; Smith 1998a, s. 31). 
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Laikut ovat aluksi vaaleanruskeita, mutta muutaman päivän päästä ne laajenevat ja muuttuvat 
mustiksi. Laikut leviävät peittäen lopulta koko marjan ja niiden keskiosissa voi näkyä 
punertavaa kuroumaitiömassaa. Lopulta infektoituneet mansikat kuivuvat ja muumioituvat. 
Smith (2008) kuvailee infektoituneita raakileita koviksi ja väriltään ruskeiksi. Ne myös 
muumioituvat usein. Vihreissäkin marjoissa esiintyy tummia laikkuja, mutta ne ovat kovia, 
toisin kuin kypsyneiden mansikoiden pyöreät, kiinteät ja pinnaltaan painuneet vioittumat 
(Howard ym. 1992). Raakileissa laikut voivat rajoittua yhteen akeeniin eli siementä 
ympäröivälle alueelle, johon kehittyy marjan kypsyessä tyypillinen musta vioittuma (kuva 
3B) (Smith 1998a, s. 31). Marjojen pilaantuminen voi tapahtua myös keräämisen jälkeen: 
mansikoissa piilevä infektio käynnistyy marjojen kypsymiseen liittyvien fysiologisten ja 
biokemiallisten muutosten seurauksena, jolloin oireet ilmenevät vasta mansikoiden ollessa jo 
varastossa (Guidarelli ym. 2011). 
Mustalaikun aiheuttama juurakkomätä (engl. crown rot) on marjojen pilaantumisen jälkeen 
hankalin mustalaikkutaudin muoto (Strand 2008, s. 98-99). Taudin voi diagnosoida juurakon 
sisäosasta, joka on infektion seurauksena normaalin vaaleankeltaisen värinsä sijaan joko 
kauttaaltaan tai juovittain punertavan ruskean sävyinen. Mustalaikulle on tyypillistä 
infektoida vain osa juurakkoa (Smith 2008). Sen aiheuttamaa mätää voi kuitenkin olla vaikea 
erottaa esimerkiksi talvivaurioista tai Phytophthora cactorum –sienen aiheuttamasta oireista 
(Strand 2008, s. 99). Tunnistusta vaikeuttaa myös se, että kasvin kuollessa juurakko muuttuu 
aiheuttajasta riippumatta tummanruskeaksi. Mustalaikun saastuttamat kasvit jäävät 
kitukasvuisiksi, tai kuihtuvat ja kuolevat, joko taimistolla tai istutuksen jälkeen (kuva 3E) 
(Peres ym. 2005; Smith 2008; Strand 2008, s. 99).         
Mustalaikkuinfektio aiheuttaa myös juurimätää, joka johtaa juurakkomädän tavoin kasvin 
kuihtumiseen tai kuolemaan (kuva 3D ja 3E) (Peres ym. 2005; Strand 2008, s. 98). Freeman 
ja Katan (1997) kuvailevat mustalaikkutaudista kärsiviä juuria tummanruskeiksi ja lahoiksi. 
Maan yläpuolisissa osissa ei näy tyypillisiä mustalaikun oireita, vaan merkkinä infektioista on 
kasvien kitukasvuisuus ja kellertävät lehdet. Värimuutos johtuu kloroosista eli lehtivihreän 
liiallisen hajoamisen tai puutteen aiheuttamasta viherkadosta. Juuri-infektiota lukuun 
ottamatta mustalaikun sairastuttama mansikka ei tyypillisesti oirehdi kloroosilla, mutta 
Strandin (2008, s. 98) mukaan tauti voi aiheuttaa vastaistutetuissa kasveissa 
epämuodostuneita ja kellertäviä lehtiä.    
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Vaikka C. acutatumista johtuva mustalaikku aiheuttaa monenlaisia oireita mansikoissa, se voi 
olla myös täysin oireeton. Tauti voi pysytellä latenttina taimissa, jolloin oireet ilmenevät vasta 
kasvin istuttamisen jälkeen (Peres ym. 2005; Strand 2008, s. 98) tai marjojen kypsyessä. 
Tämä mustalaikun muoto on hankala, sillä terveen näköisissä kasveissa voi olla piilevä sieni-
infektio, joka kuitenkin päästyään viljelykselle leviää tehokkaasti ja aiheuttaa siten suuria 
taloudellisia tappioita.    
 
2.2.2. Leviäminen 
Latentti infektio on nostettu mansikalla tärkeimmäksi taudin leviämisen aiheuttajista: 
mustalaikkutauti leviää todennäköisimmin viljelmälle saastuneessa, mutta oireettomassa 
taimimateriaalissa (Berrie & Burgess 2003). Piilevää infektiota ja epifyyttistä kasvua esiintyy 
myös istutetuissa mansikoissa (Freeman ym. 2001a), ja oireettomien lehtien on arveltu 
toimivan edelleen kukkien ja marjojen inokulaatiolähteinä (Leandro ym. 2001). Kukat 
erittävät erilaisia vesiliukoisia yhdisteitä, joiden on osoitettu lisäävän oireettoman C. 
acutatumin itiöiden tuotantoa (Leandro ym. 2003b), eli sienen leviäminen tehostuu 
kasvukauden aikana erityisesti jatkuvasatoisia lajikkeita viljeltäessä. Oireeton infektio 
edesauttaa mustalaikun leviämistä, sillä tartunnan saaneita kasveja ei tunnisteta eikä niin ollen 
hävitetä, ja patogeeni pystyy lisääntymään pitkiäkin aikoja huomaamattomana. 
Tartunnan saaneen taimimateriaalin lisäksi merkittäviä infektiolähteitä ovat saastunut maa-
aines ja kasvijäte. Eastburn ja Gubler (1990) havaitsivat Kaliforniassa tehdyssä 
tutkimuksessa, että C. acutatum -sieni säilyy maassa ainakin 9 kuukautta, sillä sienen itiöitä 
löydettiin maa-aineksesta vielä kuukausia intensiivisen maanmuokkauksen jälkeen. Sen sijaan 
Freemanin ym. (2002) Israelissa toteutettaman tutkimuksen mukaan C. acutatum selviytyi 
kyllä vuoden steriloidussa maassa, mutta kuoli käsittelemättömässä maassa alle kymmenessä 
päivässä. Samassa tutkimuksessa havaittiin kuitenkin sienipatogeenin elävän kuukausia 
maahan haudatuissa mansikoissa ja juurakoissa. Tältä osin tulos oli yhtenevä aikaisempien 
tutkimusten kanssa, joissa C. acutatumin on havaittu säilyvän kasvijätteissä pitkiä aikoja: 
sieni säilyi elinkykyisenä 5-7 cm syvyyteen haudatussa mansikkasolukossa 9 kuukautta 
(Eastburn & Gubler 1990), ja sen on todettu selviytyvän kuolleissa mansikoissa sekä 
maanpinnalla että haudattuna pakkasellakin (Wilson ym. 1992). Sama todettiin myös Suomen 
olosuhteissa Liljan ym. (2006) tutkimuksessa, jossa sieni selviytyi keinotekoisesti 
infektoidussa kuolleessa mansikkasolukossa maan pinnalla kaksi talvea säilyen 
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infektiokykyisenä ainakin ensimmäisen vuoden. Vaikka patogeenin infektiokyky 
heikkeneekin ajan myötä (Eastburn & Gubler 1990; Wilson ym. 1992), sen selviytyminen 
maa-aineksessa jopa vuosia aiheuttaa merkittävän tautiuhan viljelyalueelle: elinkelpoiset itiöt 
voivat säilyä saastuneessa maassa kasvien poistamisen ja maan muokkauksen jälkeenkin, 
minkä lisäksi itiöt voivat kulkeutua uusille alueille esimerkiksi taimien mukana siirtyvässä 
mullassa. 
C. acutatumille on ominaista kyky infektoida useita kasvilajeja (Sreenivasaprasad & 
Talhinhas 2005). Niinpä mustalaikku voikin levitä mansikoihin muilta hedelmäviljelmiltä, 
sillä esimerkiksi persikka, manteli ja mustikka ovat alttiita patogeenille. Sieni säilyy myös 
kasveissa, joita se ei kykene infektoimaan: esimerkiksi paprika, tomaatti, munakoiso ja papu 
voivat toimia infektiolähteinä, sillä vaikka niissä ei ilmene tautioireita, sieni pystyy 
kasvamaan ja lisääntymään niiden pinnalla jopa yli kolme kuukautta (Freeman ym. 2001a, 
Horowitz ym. 2002). C. acutatum voi käyttää samalla tavalla hyödykseen myös rikkakasveja 
(Berrie & Burgess 2003; Freeman ym. 2001a). Parikan ja Lemmetyn (2010) tutkimuksessa 
testattiin Suomessa yleisten rikka- ja kesantokasvien alttiutta mustalaikulle: vain 
hunajakukkaan ja piharatamoon tuli näkyviä oireita, mutta sieni säilyi infektiokykyisenä 
useimmissa kasveissa kesän yli, ja osassa kasveista myös talven ajan. Monet tavalliset rikka- 
ja kesantokasvit kykenevät siis levittämään mustalaikkutautia Suomessa. 
Mustalaikun leviäminen riippuu myös ympäristöolosuhteista: erityisesti kosteudella ja 
lämpötilalla on suuri merkitys. Ei kuitenkaan ole yksiselitteistä millaisissa oloissa C. 
acutatum pärjää parhaiten, sillä se suosii erilaisia olosuhteita riippuen kyseessä olevasta 
isolaatista sekä elinkierron vaiheesta. Sienen kasvulle ja lisääntymiselle optimaalisin 
lämpötila on noin +23 °C – +27 °C, mutta patogeeni kykenee käytännössä infektoimaan 
kasveja missä tahansa lämpötilassa +6 °C:sta +35 °C:een (Wilson ym. 1990; Eastburn & 
Gubler 1992; King ym. 1997; Leandro ym. 2003a). Vesi on myös tärkeä tekijä, sillä jatkuvalla 
kosteudella on myönteinen vaikutus mustalaikun kehittymiseen (Wilson ym. 1990; Leandro 
ym. 2003a). Lisäksi sieni leviää viljelyksellä pääasiallisesti roiskepisaroiden välityksellä 
(Yang ym. 1990b), eli sateen voimakkuus vaikuttaa mustalaikkuinfektioiden lisääntymiseen 
(Madden ym. 1996). Sen merkitys ei kuitenkaan ole suoraviivaista, sillä myös kasvitiheys ja 
maanpinnan topografia säätelevät itiöiden kulkeutumista veden mukana (Yang ym. 1990a; 
Boudreau & Madden 1995; Madden & Boudreau 1997). 
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Vaikka kasvuun ja lisääntymiseen lämpimät kosteat olot ovat suotuisimmat, C. acutatum 
selviytyy parhaiten kuivassa ja kylmässä maassa, jossa kilpailu muiden mikrobien kesken on 
vähäistä (Eastburn & Gubler 1992). Hyvästä kuivuuden sietokyvystä kertoo myös tutkimus, 
jossa C. acutatumin itiöt säilyvät jopa 5 viikkoa vaatteiden pinnalla (Norman & Strandberg 
1997), eli myös marjanpoimijat ja muut työntekijät voivat levittää patogeeniä. Sieni on siis 
sopeutunut vaihteleviin ympäristöolosuhteisiin, mikä on mahdollistanut sen leviämisen 
toisistaan poikkeaville ilmastoalueille ympäri maapallon.         
 
2.2.3. Torjunta 
Mustalaikkutaudin torjunta on osoittautunut hankalaksi, ja uusia kontrollimenetelmiä on 
yritetty kehittää erityisesti Pohjois-Amerikassa, missä C. acutatum on levinnyt laajoille 
alueille aiheuttaen merkittäviä satotappioita (Poling 2008). Tärkein tekijä taudin leviämisen 
estämisessä on terve istutusmateriaali (Howard ym. 1992; Freeman 2008). Taimia voidaan 
käsitellä C. acutatum –tartuntojen poistamiseksi kastamalla ne fungisidiliuokseen ennen 
istutusta, mikä tutkimusten mukaan vähentää huomattavasti infektioita ja tautitapauksia 
(Freeman ym. 1997; de los Santos & Romero 2002; Daugovish ym. 2009). Pelkällä 
vesihuuhtelullakin on edullinen vaikutus, mutta se ei ole yhtä tehokasta kuin fungisidien 
aikaansaama suoja, sillä huuhtelu ainoastaan vähentää itiöiden määrää heikentäen patogeenin 
infektiotehokkuutta (Daugovish ym. 2009). Myös lämpökäsittelyn (5 min, +49 °C) on 
havaittu hävittävän sienitartunnat taimista, mutta menetelmän mahdollisista haitta-
vaikutuksista kasvin kehitykseen ei ole varmuutta (Freeman ym. 1997). 
Kemiallista torjuntaa voidaan käyttää taimien lisäksi istutettuihin mansikoihin. Fungisidit, eli 
niin kutsutut sienimyrkyt, kohdistuvat sienille ominaisia rakenteita tai metaboliareittejä 
vastaan estäen organismin lisääntymisen tai aiheuttaen sen kuoleman. Kemiallisiin torjunta-
aineisiin perustuvassa kasvinsuojelussa merkittävä ongelma on ollut C. acutatum -kannoissa 
kehittynyt resistenssi esimerkiksi paljon käytettyä benomyyliä ja muita bentsimidatsoli-
yhdisteitä vastaan (Smith 2008; Smith 2013). Aikaisemmin kasvitautien torjunnassa käytettiin 
suurina määrinä ja toistuvasti yhtä kemikaalia, joka tappoi suurimman osan 
kohdepatogeeneistä, mutta fungisidiresistentit sienikannat selviytyivät ja yleistyivät nopeasti 
kilpailun hävittyä. Resistenttien kantojen ilmenemistä on pyritty hillitsemään yhdistämällä eri 
tavoin vaikuttavia fungisideja seoksiksi ja rajoittamalla kemikaalien käyttökertoja yhden 
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kasvukauden aikana. Wedge ym. (2007) testasivat kenttäkokeissa 16:ta fungisidia, joista useat 
vähensivät marjojen mustalaikkutautitapauksia. Parhaimmat tulokset saatiin monia 
kemikaaleja sisältävillä sienimyrkyillä, kuten kauppanimellä Switch tunnetulla syprodiniili- ja 
fludioksoniili-seoksella. Ruiskutuksiin perustuvaa mustalaikun torjuntaa haittaa kuitenkin se, 
ettei koko kasvia pystytä suojaamaan fungisideilla, vaan kemikaalit kohdistuvat lehtiin jättäen 
juuret ja juurakot suojattomiksi infektioita vastaan (Daugovish ym. 2009). Lisäksi 
kasvinsuojelu-aineiden käyttöä on pyritty vähentämään yhä enemmän ympäristösyistä, ja 
monia yhdisteitä on kielletty kokonaan. 
Toinen mustalaikun torjuntakeino on kestävien mansikkalajikkeiden käyttö. Jalostus on ollut 
haastavaa resistenssin ja sen periytymisen monimutkaisuuden vuoksi, mutta useita täysin tai 
osittain kestäviä lajikkeita, kuten Pelican, Sweet Charlie ja Chandler, on viljelty 
Yhdysvalloissa hyvin tuloksin (Denoyes-Rothan ym. 2005; Smith 2008; Smith 2013). 
Ongelmana on C. acutatum lajiryhmän vaihtelevuus, sillä useat alaryhmät pystyvät 
infektoimaan mansikkaa, mutta mansikkalajikkeet ovat yleensä vastustuskykyisiä vain yhtä 
tai kahta ryhmää vastaan. Resistenttikin lajike on siis altis mustalaikulle kohdatessaan muiden 
alaryhmien patogeenejä (Howard ym. 1992). Toisaalta esimerkiksi Belgiassa mansikoista 
eristetyistä C. acutatum -sienistä yli 80 % kuului ryhmään A2 tai A4 (Van Hemelrijck ym. 
2010) eli resistenssi niitä ryhmiä vastaan estäisi tehokkaasti mustalaikkuinfektioita kyseisessä 
maassa.      
Myös viljelykäytännöillä voidaan torjua mustalaikkutautia. Koska C. acutatumin itiöt leviävät 
veden mukana, roiskepisaroiden vähentäminen on yksi tärkeimmistä kontrollikeinoista. 
Mansikkaviljelmillä käytettävät materiaalit vaikuttavat merkittävästi, sillä elävien (vehnä, 
ruis, ruoho, yms.) tai eloperäisten (olki, havunneulaset yms.) katteiden käyttö riviväleissä 
vähentää huomattavasti pisaroiden leviämistä verrattuna pelkkään muovikatteeseen (Yang ym. 
1990a; Ntahimpera ym. 1998). Myös kasvitiheys on tärkeä tekijä, sillä itiöt leviävät sitä 
helpommin vesiroiskeiden mukana uusiin kasveihin mitä lähempänä mansikat ovat toisiaan; 
toisaalta tiivis latvuskatos vähentää sateen pääsyä maahan saakka, jolloin vesiroiskeita ei 
pääse syntymään (Boudreau & Madden 1995; Madden & Boudreau 1997). Roiskepisaroita 
voidaan vähentää lisäksi katoksilla ja tunnelikasvatuksilla (Freeman 2008). Paitsi 
luonnonsade myös sumutus voi aiheuttaa pisaravälitteistä leviämistä, jonka takia 
tihkutuskastelu on suositeltavampi kastelujärjestelmä (Coelho ym. 2008; Smith 2008). 
Torjunnassa on otettava huomioon C. acutatumin kyky infektoida monia isäntiä ja elää 
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epifyyttinä ei-isäntäkasvien pinnalla: rikkakasvien torjunta on tärkeää, jottei uusia 
inokulaatiolähteitä synny, ja viljelmän ympäristössä kasvavia kasveja on hyvä tarkkailla 
oireiden varalta (Freeman ym. 2001a; Parikka & Lemmetty 2010). Säännöllinen marjojen 
keruu vähentää myös mustalaikun aiheuttamia satotappioita, koska patogeeni ei ehdi tartuttaa 
kypsyneitä marjoja (Freeman 2008; Smith 2008).   
Perinteisten kemiallisiin torjunta-aineisiin, viljelykäytäntöihin ja resistentteihin lajikkeisiin 
perustuvien kasvinsuojelumenetelmien lisäksi tautitorjunnassa voidaan käyttää biologisia 
torjuntakeinoja. Kyseiset menetelmät voidaan karkeasti jakaa kasveista eristettyihin 
yhdisteisiin ja torjuntapieneliöihin eli antagonistisiin mikrobeihin. Jälkimmäisiin kuuluvat 
esimerkiksi Trichoderma-sienet ja Azospirillum-bakteerit, joiden molempien on todettu 
estävän tai vähentävän mustalaikun ilmenemistä mansikoissa (Freeman ym. 2004; Tortora ym. 
2011). Antagonismi voi perustua mikrobien väliseen kilpailuun, biokemiallisiin vaikutuksiin 
tai kasvin puolustusjärjestelmän indusointiin. Kasveista uutettuja yhdisteitä taas voidaan 
käyttää synteettisten kemikaalien sijaan fungisideina. Erityisesti mielenkiintoa ovat 
herättäneet mansikasta eristetyt volatiilit eli helposti haihtuvat yhdisteet, joiden on huomattu 
inhiboivan C. acutatumin lisääntymistä ja infektiota (Arroyo ym. 2007). Esimerkiksi 
heksanaali on aromaattinen yhdiste, joka normaalisti vaikuttaa mansikan makuun; jos 
yhdistettä kuitenkin lisätään höyrynä marjojen pinnalle keräyksen jälkeen, se hidastaa 
infektioita tai estää kokonaan mustalaikkuoireiden ilmentymisen (Almenar ym. 2007). 
Mainitut biologiset torjuntakeinot eivät ole vielä käytössä, sillä lisää tutkimuksia esimerkiksi 
volatiilien suurten annosten myrkyllisyydestä ja Trichoderma-kantojen eroavaisuuksista 
tarvitaan ennen kuin niitä pystytään hyödyntämään turvallisesti tautitorjunnassa.     
Jos viljelmällä ehkäisevästä kasvinsuojelusta huolimatta esiintyy mustalaikkua, on sen 
leviäminen uusille alueille pyrittävä estämään. Hyvä viljelyhygienia on tärkeää eikä 
esimerkiksi poimijoiden pidä siirtyä saastuneelta alueelta terveelle (Howard ym. 1992). 
Lisäksi infektoituneet marjat ja kukat sekä kokonaiset oireelliset kasvit on poistettava 
huolellisesti (Howard ym. 1992; Smith 2008; Freeman ym. 2008). Koska C. acutatumin itiöt 
selviytyvät kasvatusalustassa ja kasvijätteissä pitkiä aikoja, saastunut maa on puhdistettava. 
Kemikaalien lisäksi UV-säteilytys ja höyryttäminen ovat toimivia menetelmiä itiöiden 
hävittämisessä, mutta pelkästään maan kosteuspitoisuuden lisääminenkin haittaa itiöiden 
selviytymistä (Eastburn & Gubler 1990; Freeman ym. 2002). Poistettujen kasvien tilalle 
istutettujen taimien on oltava terveitä, sillä puhdistetulle maalle päässyt patogeeni leviää 
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tehokkaasti, kun kilpailua muiden mikro-organismien kanssa ei ole: Freeman ym. (2002) 
tutkimuksessa C. acutatum hävisi hitaammin metyylibromidi-käsitellystä maasta kuin 
käsittelemättömästä kontrollimaasta, ja selvisi steriloidussa maa-aineksessa yli vuoden. 
Vaikka monenlaisia keinoja mustalaikkutaudin torjumiseen on löydetty, tehokkain tapa estää 
satotappiot on puhtaan taimimateriaalin käyttö, sillä taudin leviämisen esto ja patogeenin 
hävitys viljelmältä on hankalaa. Taimistoja on tarkkailtava säännöllisesti paitsi tautioireiden 
myös piilevien infektioiden varalta. Tämän takia myös herkkien ja toimivien 
tunnistusmenetelmien kehittäminen on tärkeä osa tautitorjuntaa. 
 
2.2.4. Diagnoosimenetelmät 
C. acutatumin tunnistus kasvitaudin aiheuttajaksi perustui pitkään oireiden havainnointiin ja 
sienen eristämiseen infektoituneista solukoista esimerkiksi semi-selektiivisten maljojen avulla 
(Smith & Black 1990; Howard ym. 1992; Freeman & Katan 1997). Myös testikasveja, kuten 
omenaa, saatettiin käyttää diagnosoinnissa. Mustalaikun torjunnan kannalta piilevien sieni-
infektioiden havaitseminen on kuitenkin tärkeämpää, sillä oireiden ilmetessä C. acutatum on 
jo päässyt leviämään kasvien keskuudessa, ja sen hävittäminen viljelmältä on hankalaa. 
Piilevien infektioiden löytämiseksi Cook kehitti vuonna 1993 diagnosointimenetelmän, jossa 
käytettiin voimakasta kasvimyrkkyä parakvattia (1,1’-dimetyyli-4,4’-bipyridinium). 
Kemikaali tappaa kasvisolukon ja edistää siten sienipatogeenin lisääntymistä ja kasvua. Koska 
parakvatti on erittäin myrkyllistä myös ihmiselle, vaihtoehtoisena menetelmänä Mertely ja 
Legard (2004) käyttivät jäädyttämistä, jonka seurauksena kasvisolukko niin ikään kuolee ja 
sienikasvusto lisääntyy. Molemmissa menetelmissä patogeeni tunnistetaan morfologisten 
ominaisuuksien perusteella joko suoraan solukosta tai maljauksen jälkeen. 
Ongelmana havainnointiin perustuvassa diagnosoinnissa on sienen sekoittaminen 
lähisukulaisiinsa kuten C. gloeosporioides -sieneen, sillä kyseisten patogeenien aiheuttamat 
oireet sekä morfologiset piirteet ovat hyvin samankaltaiset. Lisäksi sienen maljaaminen ja 
kasvattaminen on hidasta: jäädyttämisen tai myrkkykäsittelyn jälkeen vaaditaan lähes viikon 
inkubaatioaika ennen kuin kasvustoa on tarpeeksi tunnistusta varten. Havainnoinnin tueksi, tai 
sen korvaajaksi, onkin kehitetty monia molekulaariseen biokemiaan perustuvia sovelluksia. 
Ensimmäisiä mustalaikkutestejä olivat Cookin ym. (1995) julkaisema monoklonaalisiin vasta-
aineisiin perustuva menetelmä ja Hughesin ym. (1997) entsyymivälitteinen 
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immunosorbenttimääritys (ELISA) -testi. Myös polymeraasiketjureaktioon perustuva 
tunnistusmenetelmä kehitettiin samaan aikaan (Sreenivasaprasad ym. 1996), ja sittemmin 
PCR on noussut tärkeimmäksi mustalaikun, samoin kuin monien muidenkin kasvitautien, 
diagnosoinnissa käytettäväksi menetelmäksi. 
Sreenivasaprasad ym. (1996) loivat lajispesifisen PCR-alukkeen (CaInt2) kohdentaen sen 
sienen ribosomaalisessa DNA:ssa sijaitsevaan ITS1-alueeseen. Eukaryooteilla tuman rDNA 
sisältää kolme geeniä (18S, 5.8S ja 28S), joiden välissä ovat ITS1- ja ITS2-alueet. Nämä 
geenejä erottavat alueet ovatkin yleisimmin käytettyjä sekvenssejä sienien diagnostiikassa, 
sillä rDNA esiintyy genomissa useina toistojaksoina ja ITS-alueet ovat hyvin vaihtelevia 
myös lähisukuisten lajien välillä, mikä mahdollistaa pienenkin itiö- tai kasvustomäärän 
havaitsemisen ja lajien tarkan erottamisen (McCartney ym. 2003; Atkins & Clark 2004; 
Schena ym. 2004). Toisena alukkeena tutkimuksessa käytettiin 28S-geenin 
konservoituneeseen alueeseen kohdistuvaa oligonukleotidia (ITS4). Martinez-Culebras ym. 
(2003) epäilivät kyseisen universaalin alukkeen toiminnan tarkkuutta, ja käyttivät sen sijaan 
PCR-analyysissa lajispesifistä Acut1-aluketta yhdessä Colletotrichum spp. -spesifisen Col2-
alukkeen kanssa, monistaen ITS1-5.8S-ITS2 –aluetta (5.8S-ITS). Konservoituneeseen 
alueeseen kohdistettu oligonukleotidi aiheuttikin epäspesifistä sitoutumista, kuten Parikan ja 
Lemmetyn (2004) tutkimuksessa kävi ilmi: CaInt2-aluke yhdessä ITS4-alukkeen kanssa 
monisti myös tuntematonta aluetta mansikan DNA:sta, mutta tämä ei kuitenkaan häirinnyt C. 
acutatumin havaitsemista. 
Uusien menetelmien myötä mustalaikun diagnosointi on tarkentunut entisestään. Pérez-
Hernández ym. (2008) sovelsivat nested-PCR-menetelmää C. acutatumin tunnistukseen: 
menetelmässä monistetaan DNA:ta kahdella eri alukeparilla peräjälkeen, jolloin herkkyys ja 
tarkkuus paranevat. Tutkimuksessa käytettiin ensin sienien konservoituneisiin alueisiin 
kohdistuvia alukkeita (ITS1F ja ITS4), jonka jälkeen DNA:ta monistettiin käyttäen C. 
acutatumille spesifistä aluketta (CaInt2) yhdessä universaalin ITS4-alukkeen kanssa. Nested-
PCR osoittautui jopa 100-kertaa tehokkaammaksi kuin perinteinen PCR, sillä ensin mainitulla 
1 fg puhtaasta sienikasvatuksesta eristettyä DNA:ta riitti positiiviseen tulokseen 
Sreenivasaprasadin ym. (1996) tarvitessa monistuksen lähtömateriaaliksi vähintään 100 fg 
DNA:ta. Nested-PCR on kuitenkin työläs ja kontaminaatioaltis, eikä sillä saada suoraan tietoa 
sienen määrästä näytteessä, mikä auttaisi torjunnan suunnittelussa (Schena ym. 2004). 
Kvantitatiivisen PCR:n käyttö sen sijaan mahdollistaa DNA:n määrän mittaamisen, ja 
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mustalaikulle on kehitetty useammatkin qPCR-menetelmään soveltuvat alukkeet: Garridon 
ym. (2009a) tutkimuksessa 5.8S-ITS-alueeseen kohdistetut oligonukleotidit yhdessä TaqMan-
koettimen kanssa detektoivat 100-kertaa herkemmin itiöitä kuin perinteinen PCR, ja Deboden 
ym. (2009) tutkimuksessa ITS1-alueeseen kohdistetuilla alukkeilla ja TaqMan-koettimella 
havaittiin vähimmillään 50 fg sienen DNA:ta. 
Niin perinteisessä kuin uudemmissakin PCR-sovelluksissa eristetyn DNA:n puhdistus on 
tärkeää, sillä erilaiset epäpuhtaudet, kuten raskasmetallit ja polyfenoleista koostuvat 
humushapot voivat häiritä monistusreaktiota (Wilson 1997). Mansikka on ongelmallinen 
lähtömateriaali, sillä se sisältää paljon polysakkarideja ja polyfenoleja, jotka kulkeutuvat 
helposti DNA:n mukana eristysvaiheiden läpi (Porebski ym. 1997). Sreenivasaprasad ym. 
(1996) huomasivat, että huolimatta samoin toistetusta PCR-reaktiosta ei C. acutatumin 
tunnistus aina onnistunut, vaan tulos riippui DNA:n eritysmenetelmästä: polymeraasi-
inhibiittorit kulkeutuivat DNA:n mukana, jos puhdistus ei ollut riittävää. Helpoimmin 
puhdasta materiaalia monistusta varten saisi maljaamalla sienen ja eristämällä DNA:n agarilta 
raaputetusta sienirihmastosta. Koska kasvatus vie kuitenkin useamman päivän, 
tautitunnistuksessa suositaan DNA:n eristämistä suoraan kasvinäytteistä, jolloin patogeenin 
tunnistus tapahtuu 1-2 päivässä näytteenoton jälkeen. Mustalaikkutaudin diagnosointiin on 
kehitetty useita erityisesti polyfenoleita vähentäviä DNA:n eristys- ja puhdistusprotokollia 
(Sreenivasaprasad ym. 1996; Parikka & Lemmetty 2004; Pérez-Hernández ym. 2008; Garrido 
ym. 2009a) ja lisäksi eristykseen soveltuvia kaupallisia kittejä on saatavilla. 
Polymeraasiketjureaktio, ja erityisesti sen uudempi sovellus qPCR, yhdistettynä toimivaan 
DNA:n eristysmenetelmään, on nopea, herkkä ja yksinkertainen testi, jota voidaan käyttää 
niin piilevien infektioiden kuin näkyvien mustalaikkuoireiden aiheuttajan diagnosointiin. 
Menetelmää voidaan myös muokata käyttämällä eri kohdesekvenssejä: ITS-alueiden lisäksi 
yleisesti sienten diagnostiikassa käytettyä tubuliini-geeniä on sovellettu myös C. acutatumin 
tunnistamiseen oliivista (Talhinhas ym. 2005), mutta Deboden ym. (2009) qPCR-
tutkimuksessa β-tubuliini-geeni osoittautui ITS1-aluetta epäherkemmäksi. Sreenivasaprasad 
& Talhinhas (2005) ehdottivat kyseisen geenin käyttöä kvantitatiivisessa käänteiskopiointi-
PCR:ssä (qRT-PCR): Pelkkään PCR-monistukseen perustuvan diagnostiikan ongelma on, 
ettei se erota eläviä itiöitä kuolleista, eikä näin ollen tiedetä tarvitseeko sientä torjua 
esimerkiksi fungisidikäsittelyillä. Tämä voitaisiin ratkaista käyttämällä diagnosoinnissa 
RNA:ta DNA:n sijasta, jolloin vain lähetti-RNA:ta (l-RNA) transkriptoivat eli elävät 
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sienisolut antaisivat positiivisen tuloksen. qRT-PCR-menetelmään perustuvaan tunnistukseen 
soveltuisi hyvin tubuliini 2-geeni, joka on tunnettu ylläpitogeeni sienillä, ja joka on 
sekvensoitu monilta lajeilta. 
Tulevaisuuden diagnostiikassa näytteistä pyritään tunnistamaan yhä useampi patogeeni 
kerralla. qPCR-menetelmällä voidaan havainnoida eri patogeenejä yhdessä reaktiossa 
käyttämällä useampia alukepareja (esim. Liu ym. 2012), mutta rajoituksena ovat koettimien 
leimaamiseen käytettyjen fluoresenssivärien vähäinen määrä. Sen sijaan uudemmat 
menetelmät, kuten synteettisiin oligonukleotideihin ja DNA:n hybridisaatioon perustuva 
mikrosirutekniikka tai syväsekvensointi, mahdollistavat jopa satojen tai tuhansien 
organismien tunnistamisen samasta näytteestä (McCartney ym. 2003; Atkins & Clark 2004; 
Lievens & Thomma 2005; Tambong ym. 2006; Chen ym. 2013). Menetelmät vaativat 
kuitenkin paljon optimointia ja lajien genomien sekvensointia ennen kuin niitä voidaan 
käyttää rutiininomaisiin tautiseulontoihin.  
 
 
2.3. Kvantitatiivinen PCR 
 
Polymeraasiketjureaktiomenetelmä (Mullis 1987) mullisti DNA-tutkimuksen lähes 30 vuotta 
sitten. Tekniikkaa voidaan käyttää monenlaisissa nukleiinihappoihin liittyvissä tutkimuksissa 
ja uusia sovellusalueita keksitään yhä. Yksi PCR-menetelmään perustuvista sovelluksista on 
kvantitatiivinen PCR: nimensä mukaisesti menetelmä mahdollistaa monistettavan DNA:n 
pitoisuuden määrittämisen eli kvantitoinnin, minkä lisäksi se on herkkä, spesifinen ja nopea 
menetelmä (Gachon ym. 2004; Bustin 2005). qPCR onkin syrjäyttänyt perinteisen PCR:n 
monilla tutkimusaloilla, ja sen käyttö yleistyy yhä laitteistojen saatavuuden parantuessa. 
qPCR:n suurin ero perinteiseen PCR-analyysiin on reaaliaikainen monistumistuotteiden 
määrän mittaaminen, mikä tekee tarpeettomaksi reaktion jälkeiset työvaiheet kuten 
geelielektroforeesiajon tai Southern blot -analyysin (Heid ym. 1996; Gachon ym. 2004; 
Bustin 2005). Reaktiossa PCR-tuotteisiin sitoutuvat fluoresoivat molekyylit, fluorokromit, 
lähettävät eli emittoivat valoa, jonka voimakkuuden qPCR-laitteistossa oleva kamera mittaa 
jokaisen reaktiosyklin jälkeen. Fluorokromien emissiovalon ylittäessä taustan aiheuttaman 
signaalin eli kynnyksen puhutaan kynnyssyklistä (engl. threshold cycle, Ct). Kynnyssyklin 
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arvo kertoo milloin PCR-tuote havaitaan ensimmäistä kertaa (kuva 4): jos näytteen saama Ct-
arvo on 23, monistumisesta riippuva fluoresenssi on ollut 23. syklin kohdalla ensimmäistä 
kertaa taustasäteilyä voimakkaampaa. Koska kynnyssykli korreloi käänteisesti 
monistustuotteiden määrän kanssa, mitä enemmän kopioita templaatti-DNA-alueesta on ollut 
lähtötilanteessa, sitä pienemmän Ct-arvon näyte saa. Kynnyssykli määräytyy 
eksponentiaalisen monistumisen aikana toisin kuin perinteisessä PCR-menetelmässä, jossa 
tuloksia tarkastellaan lopun tasaisesta (engl. plateau) vaiheesta. Reaaliaikainen 
monistustuotteiden mittaaminen mahdollistaa näytteen sisältämän templaatti-DNA:n 
pitoisuuden määrittämisen joko suhteellisesti tai absoluuttisesti standardisuoran avulla. 
 
 
Kuva 4. Kvantitatiivisen PCR-analyysin periaate.  
 
qPCR-analyysissa käytetyt fluoresoivat molekyylit voidaan jakaa epäspesifisiin 
interkalaarisiin väreihin ja spesifisiin leimattuihin koettimiin. Yleisimmin käytetty 
epäspesifinen väri on SYBR Green (Schena ym. 2004; Bustin 2005), jonka sisältämät 
fluorokromit emittoivat fluoresoivaa valoa sitoutuessaan kaksijuosteisen DNA:n kierteisiin 
(kuva 5). SYBR Green on edullinen ja herkkä vaihtoehto, mutta epäspesifisyytensä vuoksi 
väri voi sitoutua myös alukkeiden muodostamiin dimeereihin tai epäspesifisiin monistus-
tuotteisiin aiheuttaen väärän positiivisen tuloksen. Sulamiskäyräanalyysilla voidaan kuitenkin 
tarkistaa tuotteiden oikea koko, mutta samankokoisia monistustuotteita ei saada erotettua 
toisistaan, eikä toisaalta saada varmuutta oikeankokoistenkaan tuotteiden sekvenssistä.  
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Fluoresoivilla leimoilla merkityt oligonukleotidi-koettimet ovat interkalaarisia värejä 
luotettavampia, sillä ne sitoutuvat spesifisesti kohdesekvenssiinsä (Schaad & Frederick 2002; 
Bustin 2005). Niiden käyttö perustuu fluoresenssin resonanssienergian siirtoon eli FRET-
ilmiöön (engl. fluoresence resonance energy transfer): reportteri eli luovuttaja-fluorokromi 
purkaa viritystilansa siirtämällä energiansa läheisyydessä olevalle vaimentajalle eli 
vastaanottaja-fluorokromille, joka virittymisen eli eksitaation seurauksena emittoi 
fluoresoivaa valoa. Yksi yleisimmin käytetyistä kaksoisleimatuista oligonukleotideista on 
TaqMan-koetin, jonka 5’-päähän on liitetty reportterileima ja 3’-päähän vaimentaja (Heid ym. 
1996). Monistusreaktion liittymisvaiheessa koetin sitoutuu komplementaariselle alueelleen 
alukkeiden väliin. Pidentymisvaiheessa Taq-polymeraasi etenee muodostaen uutta DNA-
juostetta, ja kohdatessaan mallijuosteeseen sitoutuneen koettimen entsyymi hajottaa sen 5’-3’-
eksonukleaasiaktiivisuudellaan. Tällöin vaimentaja ja reportteri eroavat, ja vaimennusilmiön 
hävitessä reportteri-fluorokromi fluoresoi voimakkaasti (kuva 5).  
 
 
Kuva 5. Kaksi yleisintä qPCR:ssä käytettyä detektiokemiaa. (Muokattu Gachon ym. 2004)   
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Nykyisin on saatavilla myös pimeitä vaimentajia (engl. black hole quencher, BHQ), joissa 
vaimentaja ei itse ole fluorokromi, vaan muuttaa saadun energian valon sijaan lämmöksi. 
Tällöin yhdessä reaktiossa voidaan käyttää useampia erilaisia reporttereja. TaqMan-
koettimien lisäksi on olemassa muitakin spesifisiä fluoresoivia oligonukleotideja, esimerkkinä 
molekyylimajakat (molecular beacon) ja Scorpion-koettimet, joissa molemmissa reportterin 
vaimennus perustuu oligonukleotidissa tapahtuvaan konformaation muutokseen. 
 
2.3.1. qPCR kasvipatogeenien tunnistuksessa 
qPCR on noussut yhdeksi johtavista kasvipatogeenien tunnistusmenetelmistä, jota käytetään 
niin sienien, bakteerien kuin virusten aiheuttamien tautien diagnosoinnissa. Erityisesti 
yksittäisten taudinaiheuttajien tunnistuksessa menetelmä on tehokas, ja sillä voidaan seuloa 
helposti vaarallisia kasvintuhoojia, kuten perunan tummarengasmätää aiheuttavaa Ralstonia 
solanacearum –bakteeria istutusmateriaalista (Gachon ym. 2004). Yksi qPCR:n etuja on sen 
nopeus (McCartney ym. 2003; Schena ym. 2004; Ward ym. 2004): menetelmä ei vaadi 
patogeenin eristämistä ja kasvatusta, joten diagnoosi voidaan saada 1-2 päivässä.  Perinteisen 
PCR:n käyttö patogeenien tunnistuksessa edellyttää monistustuotteiden jälkikäsittelyjä, kuten 
agaroosigeeliajoa, minkä reaaliaikainen monistustuotteiden määrän seuraaminen tekee 
tarpeettomaksi nopeuttaen tunnistusta ja vähentäen kontaminaatioriskejä.  
qPCR on myös herkempi ja spesifisempi kuin vasta-aineisiin perustuvat tunnistusmenetelmät 
tai perinteinen PCR, erityisesti käytettäessä leimattuja koettimia (Livak ym. 1995; Heid ym. 
1996; Ward ym. 2004). Koettimet mahdollistavat myös useiden patogeenien tunnistuksen 
samasta reaktioista ilman että monistustuotteiden tarvitsee olla merkittävästi erikokoisia, 
kuten interkalaaristen värien tai perinteisen PCR-menetelmän tapauksessa (McCartney ym. 
2003; Schena ym. 2004; Ward ym. 2004). Merkittävin etu diagnosoitaessa kasvipatogeenejä 
qPCR-menetelmällä on kuitenkin taudinaiheuttajien määrän tarkka mittaus, mikä mahdollistaa 
taudin kulun seuraamisen ja sopivan kasvisuojelustrategian päättämisen (McCartney ym. 
2003; Schena ym. 2004).  
Huolimatta qPCR:n monista hyödyistä, sen käyttö ei ole yksiviivaista. Monistettavan alueen 
valitseminen ja alukkeiden suunnittelu ovat tärkeimpiä vaiheita, sillä ne määräävät 
tunnistuksen tarkkuuden ja spesifisyyden (Atkins & Clark 2004; Ward ym. 2004). 
Monistettaessa kohdealuetta ongelmaksi saattavat muodostua monistumisen tehokkuutta 
vähentävät tekijät, sillä usein patogeenejä tunnistettaessa käytetään suoraan kasveista tai 
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maasta kerättyjä näytteitä (Schena ym. 2004). Eristettäessä näistä ympäristönäytteistä DNA:ta 
mukana kulkeutuu esimerkiksi humushappoja, fenoliyhdisteitä ja raskasmetalleja, jotka 
häiritsevät polymeraasin toimintaa (Wilson ym. 1997), mutta kiinnittämällä huomiota DNA:n 
eristysprotokollaan ja PCR-olosuhteiden optimointiin, epäpuhtaudet saadaan vähennettyä 
merkityksettömiksi (McCartney ym. 2003).  
Suurin ongelma on kuitenkin qPCR:n kykenemättömyys erottaa kuolleita organismeja 
elävistä, jonka takia analyysissa voi esiintyä vääriä positiivisia tuloksia hajonneista soluista 
ympäristöön vapautuneen DNA:n takia (Schaad & Frederick 2002; Schena ym. 2004). Tämä 
voidaan ratkaista yhdistämällä qPCR perinteiseen patogeenin eristämiseen: bio-qPCR-
menetelmässä patogeeniä kasvatetaan ensin maljalla, jonka jälkeen se tunnistetaan ja pitoisuus 
kvantitoidaan qPCR:llä. Toinen vaihtoehto on käyttää qRT-PCR-menetelmää, jolloin DNA:n 
sijaan lähtömateriaalina on RNA (Schena ym. 2004; Sreenivasaprasad & Talhinhas 2005). Se 
hajotetaan nopeasti luonnossa, ja lähetti-RNA:ta esiintyy vain transkriptoivissa eli elävissä 
soluissa, joten käytettäessä RNA:ta monistuskohteena vääriä positiivisia tuloksia tulee 
huomattavasti vähemmän. qRT-PCR-menetelmä on kuitenkin tavallista monistusreaktiota 
työläämpi, ja lisäksi se on hyvin altis häiriöille juuri RNA:n nopean hajoamisen vuoksi. 
Aiemmin qPCR:n käyttöä rajoitti tarvittavien laitteistojen hinta ja saatavuus, mutta niiden 
yleistyttyä, yhä useammalle kasvipatogeenille on kehitetty tunnistuksessa käytettävä 
protokolla. qPCR on monin tavoin perinteisempiä diagnoositekniikoita parempi, eivätkä sen 
ongelmatkaan ole ratkaisemattomia. Menetelmän käyttö edellyttää kuitenkin, että ainakin osia 
taudinaiheuttajan genomista on sekvensoitu, jotta voidaan valita sopiva monistusalue ja 
suunnitella lajille spesifiset alukkeet. Lisäksi patogeenin elinkierron tuntemus on tärkeää, sillä 
on tiedettävä, missä vaiheessa kasvin kasvukautta ja mistä solukoista näytteet kerätään. 
qPCR-protokolla ei siis yksin riitä, vaan kasvipatogeenien tunnistus koostuu yhdistelmästä 
useita biologian aloja ja sovelluksia.   
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3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, kuinka mansikan mustalaikkutauti voitaisiin 
havaita oireettomista taimista ennen niiden istuttamista. Mustalaikkutaudin aiheuttaja, C. 
acutatum, on haitallinen patogeeni, joka saattaa tuhota suuren osan mansikkasadosta 
suotuisien olosuhteiden vallitessa. Tärkeintä on estää C. acutatumin pääseminen 
mansikkaviljelmälle, sillä sieni leviää tehokkaasti kasvien keskuudessa, ja sitä on hankala 
hävittää fungisideilla tai viljelytoimenpiteillä. Mustalaikkua aiheuttava sieni leviää 
taudittomille alueille useimmiten oireettomien taimien mukana, joten istutusmateriaalin 
puhtauden varmistaminen on tärkeää.  Tauti on levinnyt jo Suomeen (Parikka & Kokkola 
2001), joten sen yleistymisen estämiseksi tarvitaan toimivia tunnistusmenetelmiä.  
Kvantitatiivinen PCR on osoittautunut tehokkaaksi kasvipatogeenien diagnoosimenetelmäksi 
ja sitä on käytetty myös C. acutatumin tunnistuksessa (Debode ym. 2009; Garrido ym. 
2009a). Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli optimoida aiemmin julkaistu qPCR-
protokolla sopivaksi Itä-Suomen yliopistossa käytetyille laitteille. Lisäksi qPCR-detektio 
haluttiin yhdistää tehokkaaseen DNA:n eristys- ja puhdistusmenetelmään, sillä mansikan 
DNA:n mukana on huomattu kulkeutuvan polyfenoleja, jotka häiritsevät 
polymeraasiketjureaktiossa käytettäviä entsyymejä vähentäen menetelmän herkkyyttä. 
Tarkoituksena oli myös testata, mikä solukko taimesta soveltuu parhaiten patogeenin 
havaitsemiseen, ja voiko kasvinäytteitä yhdistää suuremman näytemäärän analysoinnin 
helpottamiseksi. Yhdistettäessä useampia näytteitä samaan PCR-reaktioon materiaalia 
pystytään seulomaan huomattavasti enemmän, nopeammin ja halvemmalla kuin testattaessa 
jokainen kasvinäyte erikseen. Tutkimuksessa pyrittiin siis löytämään sopivimmat 
toimintamallit jokaiselle työvaiheelle aina näytteenotosta patogeenin tunnistamiseen asti.  
 
 
 
 
 
 
 
  
34 
 
4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
 
4.1. Mansikkanäytteet 
Tutkimuksessa käytetyt mansikkanäytteet kerättiin Marjaosaamiskeskuksen koetilalta 
Suonenjoelta 13.6.2012. Taimet oli istutettu kaksi viikkoa aiemmin eikä niitä oltu käsitelty 
kasvinsuojeluaineilla. Polka-lajikkeista otettiin lehtinäytteitä (1 nuori tai suppulehti/kasvi) ja 
Rumba-, Honeoye-, Flair-, Elianny-, Wendy-, FF1003-, FF1004- ja FF1005-lajikkeista otettiin 
kokonaiset taimet. Näytteet varastoitiin kylmähuoneeseen (+4°C) korkeintaan vuorokaudeksi 
odottamaan jatkokäsittelyjä. Lehtinäytteistä otettiin myöhemmin samana päivänä 100 mg:n 
painoiset osanäytteet, jotka pakastettiin (-20°C) mikrosentrifugiputkissa. Kylmähuoneessa 
yön yli säilytetyt kokonaiset taimet huuhdeltiin vedellä mullan poistamiseksi, ja kuivaamisen 
jälkeen taimista otettiin kolme osanäytettä (talvehtinut lehti, juuria ja halkaistun juurakon 
sisäosa), joista kukin painoi 100 mg. Nämä näytteet pakastettiin samoin kuin lehtinäytteetkin.  
Itä-Suomen yliopiston tutkimuspuutarhalta Kuopiosta löytyi mustalaikkuoireinen Polka-
mansikka 16.8.2012. Tunnelikasvatettu ruukkumansikka oli ollut reunakasvina 
kasvinsuojeluainekokeessa. Tummalaikkuinen marja otettiin talteen ja sitä säilytettiin yön yli 
kylmähuoneessa (+4°C) odottamassa jatkokäsittelyjä. Seuraavana päivänä mansikan sisäosista 
ja pinnalta otettiin neljä 100 mg:n painoista näytettä, jotka pakastettiin samoin kuin yllä.  
 
 
4.2. Verrokkisienikanta  
Kvantitatiivista PCR-analyysia varten tarvittiin positiivinäytteiksi C. acutatumin DNA:ta. 
Sienikanta PCF753 (PCF = Proef Centrum Fruitteelt) saatiin tutkija Jane Debodelta Belgian 
maatalouden ja kalastuksen tutkimusinstituutista (ILVO). Sientä kasvatettiin PDA-maljalla 
suoralta valolta suojattuna huoneenlämmössä noin 10 päivää, jonka jälkeen sienirihmastoa 
siirrostettiin uusille maljoille. Kasvatussykliä jatkettiin samanlaisena DNA:n eristykseen asti. 
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4.3. DNA:n eristys ja pitoisuuden määritys 
DNA:n eristyksessä noudatettiin Garridon ym. (2009a) julkaisemaa paramagneettisia 
partikkeleja hyödyntävää protokollaa. Paramagneettiset piidioksidipartikkelit (PMPt) sitovat 
DNA:ta ja RNA:ta kaotrooppisen tekijän kuten isopropanolin tai guanidiinin läsnä ollessa, 
jolloin nukleiinihappojen puhdistaminen onnistuu helposti ja tehokkaasti (Otto 2002). 
Käytössä ei kuitenkaan ollut automatisoitua magneettipartikkeliprosessoria, joten 
protokollasta poiketen DNA:n eristys ja puhdistus tehtiin manuaalisesti käyttäen magneettista 
mikrosentrifugiputkitelinettä ja eppendorf-sentrifugia.  
DNA:n eristys tehtiin kuuden näytteen sarjoissa mikrosentrifugiputkissa. Jäisiin 
kasvinäytteisiin (100 mg) lisättiin kymmenkertainen tilavuus CTAB-lyysipuskuria (12 % 
natrium-fosfaattipuskuri pH 8.0, 2 % CTAB, 1,5 M NaCl) ja solukot hienonnettiin FastPrep 
FP120 (BIO101/Savant) –laitteella (40 s, nopeus 6,0). Näytteet sentrifugoitiin ja uutettiin 
kloroformilla Garridon protokollan mukaisesti: Lysaatti siirrettiin puhtaaseen 
mikrosentrifugiputkeen ja sitä sentrifugoitiin 5 min 10 000 x g solujätteiden pelletoimiseksi. 
Tämän jälkeen näytteisiin lisättiin 200 µl kloroformia, ja niitä sentrifugoitiin 5 min 13 000 x g 
proteiinien saostamiseksi ja erottamiseksi nukleiinihapoista. Nukleiinihapot sisältävä 
vesikerros siirrettiin 1:1 isopropanolia sekä 1:20 MagneSil KF, Paramagnetic Particles 
(Promega) –seosta sisältävään mikrosentrifugiputkeen. Näytteitä inkuboitiin Roto-Shake 
Genie (Scientific Industries) -ravistelijassa ensin 10 min nopeudella 35 sykliä/min, jonka 
jälkeen 5 min nopeudella 70 sykliä/min, jotta DNA sitoutuisi PMP:hin.  
Pesuvaiheet alkoivat isopropanoliliuoksen poistamisella magneettisen koeputkitelineen 
avulla: magneetin vaikutuksesta PMP:t ja niihin sitoutunut DNA jäivät mikrosentrifugiputkien 
pohjalle liuoksen kaatamisesta huolimatta. DNA:ta pestiin GITC-pesupuskurilla (5,25 M 
guanidiini-isotiosyanaatti, 50 mM Tris-HCL pH 6.4, 20 mM EDTA, 13 g/l Triton X-100)    
1,5 min voimakkaasti ravistellen, jonka jälkeen nukleiinihappoja huuhdeltiin epäpuhtauksien 
ja kemikaalijäämien poistamiseksi 70 % etanolilla yhden minuutin ajan ravistellen. Garrido 
ym. (2009) pesivät näytteet alkoholilla kahdesti, mutta alustavissa testeissä se osoittautui 
riittämättömäksi, joten näytteiden DNA:n eristyksissä etanolihuuhtelu toistettiin neljästi. 
Lopuksi näytteistä haihdutettiin etanoli huoneenlämmössä (5-10 min), ja DNA liuotettiin 200 
μl:aan steriiliä vettä inkuboimalla näytteitä huoneenlämmössä ravistelijalla (10 min, nopeus 
35 sykliä/min). Kaotrooppisen suolan poistuminen aiheuttaa DNA:n ja PMP:en välisen 
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sitoutumisen heikkenemisen, jolloin nukleiinihapot irtoavat partikkeleista ja liukenevat 
veteen. DNA-liuos kerättiin talteen puhtaaseen mikrosentrifugiputkeen PMP:en jäädessä 
magneettisen telineen takia alkuperäiseen putkeen. DNA-pitoisuus mitattiin NanoDrop ND-
1000 -spektrofotometrillä (Thermo Scientific), jonka jälkeen näytteet varastoitiin -20 °C:een.  
Myöhemmin näytteiden pitoisuus mitattiin uudestaan Qubit 2.0 -fluorometrillä (Invitrogen) 
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Fluorometrimittauksessa näytteisiin lisätty fluoresoiva väri 
lähettää tunnetulla aallonpituudella valoa sitoutuessaan kaksijuosteiseen DNA:han. 
Vertaamalla fluoresenssin voimakkuutta kahteen standardiin voidaan määrittää näytteen 
DNA-pitoisuus. Mittaus tehtiin lisäämällä 1:200 näyteliuosta reaktioseokseen, ja voimakkaan 
sekoituksen sekä yli 2 minuutin inkuboinnin jälkeen fluoresenssit mitattiin Qubit-laitteella.  
Koska mittauksessa saadut DNA-pitoisuudet olivat todella pieniä, talvehtineiden lehtien, 
juurakoiden ja juurien näytteet konsentroitiin kylmäkuivaimella: näytteet pakastettiin -
74 °C:ssa 1,75 tunnin ajan, jonka jälkeen ne lyofilisoitiin kylmäkuivaajalla (Heto, Lyolab 
3000). Kahden tunnin kuluttua näytteet olivat kuivuneet ja DNA liuotettiin 50 μl steriiliä 
vettä, jonka jälkeen DNA-pitoisuus mitattiin uudelleen Qubit-fluorometrillä.  
 
 
4.4. qPCR-menetelmä 
 
4.4.1. Alukkeet ja reaktioseos 
Kvantitatiivinen PCR tehtiin käyttäen Deboden ym. (2009) suunnittelemia alukkeita ja 
koetinta (taulukko 1). Analyysissa käytettiin kahta alavirtaan sitoutuvaa aluketta, sillä eri C. 
acutatum –kantojen välillä on eroja ITS1-alueen sekvenssissä, eikä yksi aluke sitoudu tämän 
takia täydellisesti kaikkien perimään (Debode ym. 2009). Koettimen 5’-päässä reporttina oli 
FAM ja 3’-päässä vaimentajana BHQ. Alukkeiden rajaama PCR-tuote on kooltaan 80 
emäsparia.  
 
  
37 
 
Taulukko 1. Deboden ym. (2009) suunnittelemien qPCR-alukkeiden ja –koettimen 
sekvenssit. Alukkeet ja koetin sitoutuvat ITS1-alueelle ja sen välittömään läheisyyteen 18S-
geenin alueelle.  
Nimi Oligonukleotidi Sitoutuminen Sekvenssi 
CaITS_F701 aluke ylävirta (18S+ITS1) GGATCATTACTGAGTTACCGC 
CaITS_R699 aluke alavirta (ITS1) GCCCGCGAGAGGCTTC 
CaITS_R815 aluke alavirta (ITS1) GCCCACGAGAGGCTTC 
CaITS_P701 koetin alukkeiden väliin (ITS1) TACCTAACCGTTGCTTCGGCGGG 
 
Reaktiot tehtiin 20 μl tilavuudessa ja reagenssiseos sisälsi 0,9 μM ylävirta-aluketta, 0,4 μM 
molempia alavirta-alukkeita, 0,2 μM koetinta ja 10 μl LightCycler 480 Probes Master -
reagenssia (Roche). Lisäksi reaktioseokseen lisättiin 0,1 μg T4 geenin 32 proteiinia (T4 
GP32) (New England Biolabs), jonka on havaittu vähentävän polyfenolien aiheuttamaa 
polymeraasin inhibitioita (Kreader 1996; Debode ym. 2009).   
Kontaminaatio-ongelmien takia menetelmään lisättiin myöhemmin T4 GP32 –inhibiittorin 
tilalle 0,5 U LightCycler Uracil-DNA Glycosylase –entsyymiä (UDG). Kyseinen glykosylaasi 
hajottaa aiemmista qPCR-ajoista peräisin olevat, uuteen reaktioseokseen mahdollisesti 
kulkeutuvat monistustuotteet niin, ettei niiden siirtymä aiheuta väärää positiivista tulosta 
(Longo ym. 1990). UDG tunnistaa spesifisesti urasiili-emäksen ja pilkkoo sen sokeri-
fosfaattirungosta pois, jonka seurauksena DNA-juoste labilisoituu ja hajoaa. Entsyymin 
käytön edellytyksenä on ajopuskuri (engl. master mix), jossa dTTP:t (2’-deoksitymidiini-5’-
trifosfaatti) on korvattu dUTP:lla (2’-deoksiuridiini-5’-trifosfaatti), jolloin monistustuotteissa 
on tymiinien sijasta urasiileja. Koska UDG ei tunnista tymiiniä, vain PCR-ajoissa monistuneet 
urasiilia sisältävät tuotteet hajoavat muun DNA:n säilyessä ehyenä. 
 
4.4.2. DNA:n määrä reaktiossa 
Kasvinäytteistä eristettyä DNA:ta lisättiin 25 ng kuhunkin qPCR-reaktioon, tai mikäli 
kyseistä pitoisuutta ei saavutettu, kuten juurakkonäytteiden tapauksessa, DNA:ta lisättiin 5 μl 
laimentamattomana. Kvantitointia varten puhdistetusta PCF753-sienikannan DNA:sta tehtiin 
kymmenkertaisilla laimennoksilla kuuden standardin sarja (5 ng – 5 fg), joka näytteiden 
tapaan tehtiin kahtena rinnakkaisena reaktiona. Negatiivisina, templaatittomina kontrolleina 
käytettiin steriiliä vettä. 
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Näytteiden yhdistämistesti, jolla selvitettiin mahdollisten inhibiittoreiden vaikutusta 
monistusreaktion tehokkuuteen, tehtiin joko pelkästään nuorista lehdistä eristetyillä näytteillä 
tai yhdistämällä talvehtineista lehdistä, juurakoista ja juurista eristettyjä DNA-näytteitä. 
qPCR-ajoa varten yhdeksän nuoren lehtinäytteen DNA:t yhdistettiin tunnettuihin positiivisiin 
mansikkanäytteisiin, jolloin reaktioihin lisätty kokonais-DNA oli joko 85 ng tai 95 ng. Toinen 
testi tehtiin vastaavasti yhdistämällä kolme talvehtineen lehden, juurakon ja juuren näytettä 
positiivisiin näytteisiin, jolloin reaktioihin lisättiin 74 ng tai 83 ng DNA:ta.  
 
4.4.3. Laitteisto ja ajo-ohjelma 
Laitteistona oli LightCycler 480 Instrument II (Roche) ja ajo-ohjelmana käytettiin muokattua 
LightCycler 480 Probes Master –manuaalin (2008) 96-kuoppalevylle tarkoitettua protokollaa 
yhdistettynä Deboden ym. (2009) julkaisemaan ajo-ohjelmaan. Deboden ym. (2009) 
käyttämässä alukkeiden sitoutumislämpötilassa (60 °C) tapahtui epäspesifistä sitoutumista 
(kuva 8), jonka takia lämpötilaa nostettiin 64 °C:een. Lisäksi ajo-ohjelmaan lisättiin 
ensimmäiseksi vaiheeksi UDG:n aktivointivaihe. Lopullinen ajo-ohjelma oli seuraava: 
UDG:n aktivointi (40 °C, 10 min), polymeraasin aktivaatio (95 °C, 10 min), 40 sykliä 
toistuva: denaturaatio (95 °C, 10 s), alukkeiden sitoutuminen (64 °C, 30 s) ja pidentyminen 
(72 °C, 1 s); sekä lopuksi jäähdytys (40 °C, 30 s).  
qPCR-ajon jälkeen tulokset analysoitiin LightCycler 480 System 1.5 –ohjelmalla (Roche).  
Ohjelma asetti automaattisesti taustan kynnyksen sekä määritti laimennussarjan perusteella 
standardisuoran (DNA-pitoisuuden logaritmin suhde kynnyssyklin arvoon). Kyseisen 
regressiosuoran perusteella ohjelma laski kulmakertoimen ja monistumistehokkuuden   
(E=10-1/kulmakerroin). Kulmakertoimen arvo -3,32 vastaa monistumisreaktion optimaalista 
tehokkuutta 2 (jokainen PCR-tuote monistuu kerran jokaisessa syklissä), joten 
kulmakertoimen tulisi olla mahdollisimman lähellä kyseistä lukua. Lisäksi ohjelma määritti 
monistuneiden näytteiden DNA-pitoisuudet sijoittamalla niiden kynnyssyklien arvot 
standardisuoralle. 
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4.4.4. Monistustuotteen tarkistus elektroforeesilla 
qPCR-analyysin jälkeen osalle näytteistä tehtiin geelielektroforeesiajo monistustuotteen koon 
tarkastamiseksi ja mahdollisten epäspesifisten monistustuotteiden huomaamiseksi. Ajossa 
käytettiin 2 % agaroosigeeliä, joka sisälsi 1 x TAE-puskuria ja 50 μg/μl etidiumbromidia. 
Ajopuskurina käytettiin 1 x TAE-liuosta, ajoaika oli 1 h ja jännite 80 V. Näytteisiin lisättiin    
1 x DNA Loading Dye -reagenssia (Thermo Scientific) ja molekyylipainomarkkerina 
käytettiin GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder –reagenssia (Thermo Scientific). 
Elektroforeesiajon jälkeen geeli kuvattiin UV-valossa BioDocAnalyze-laitteella (Biometra).         
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5. TULOKSET 
 
5.1. DNA-saannot eri solukoista 
DNA:n eristyksen jälkeen näytteiden pitoisuudet mitattiin NanoDrop-spektrofotometrillä. 
qPCR-ajon jälkeen huomattiin, etteivät saadut DNA:n pitoisuustulokset kuitenkaan olleet 
luotettavia, sillä standardisuoran monistuminen oli 100x heikompaa kuin Deboden ym. (2009) 
artikkelin perusteella oli odotettavissa. Tämän takia mansikka- ja sieninäytteiden DNA:t 
mitattiin uudestaan Qubit-fluorometrillä. Eri menetelmillä saatujen pitoisuuksien välillä oli 
suuret erot (kuva 6). Qubitilla saadut DNA-pitoisuudet olivat huomattavasti NanoDropin 
antamia tuloksia pienempiä: kaikkien vanhoista solukoista (vanhat lehdet, juurakot, juuret) 
eristettyjen näytteiden DNA-pitoisuudet jäivät Qubit-mittauksissa alle 10 ng/µl, kun 
NanoDrop-mittauksissa suurin pitoisuus oli 80 ng/µl. Myös nuorten lehtinäytteiden DNA-
pitoisuudet olivat pienemmät Qubit-mittauksessa kuin NanoDrop-mittauksessa. 
 
 
Kuva 6. Mansikantaimien eri solukoista eristettyjen näytteiden DNA-pitoisuudet 
NanoDropilla ja Qubitilla mitattuina. NanoDropin antamat pitoisuudet ovat huomattavasti 
Qubitilla saatuja tuloksia suuremmat kaikissa solukoissa. Nuorten lehtinäytteiden DNA-
pitoisuudet olivat korkeammat kuin vanhoista solukoista eristettyjen näytteiden. 
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Vanhoista solukoista saadut DNA-pitoisuudet olivat huomattavasti pienempiä kuin nuorista 
lehdistä eristetyn DNA:n pitoisuudet (kuva 6). Qubit-mittauksen perusteella vanhojen 
lehtinäytteiden DNA-pitoisuudet vaihtelivat välillä 1,6 - 6,4 ng/µl, juurakoiden 0,3 - 3,1 ng/µl 
ja juurien 2,3 - 7,7 ng/µl, kun nuorista lehdistä saatiin eristettyä 13,0 - 65,2 ng/µl DNA:ta. 
Vaikka talvehtineista lehdistä, juurakoista ja juurista eristetyt DNA-näytteet konsentroitiin 
kylmäkuivaamalla matalan DNA-pitoisuuden vuoksi, eivät ne saavuttaneet uusista lehdistä 
eristetyn DNA:n pitoisuutta (taulukko 2). Pitoisuuksien lisäksi vertailtiin eri solukoista saatuja 
DNA-saantoja (100 mg:sta kasvimateriaalia eristetty kokonais-DNA), joiden välillä oli myös 
merkittäviä eroja (taulukko 2).  
Taulukko 2. Mansikantaimien eri solukoista eristettyjen DNA-pitoisuuksien ja -saantojen 
keskiarvot keskihajontoineen. Saanto on 100 mg:sta kasvimateriaalia eristetty kokonais-
DNA:n määrä. Pitoisuus 1 on DNA-pitoisuus ennen konsentrointia, pitoisuus 2 sen jälkeen. 
Nuorista lehdistä saatiin eristettyä merkitsevästi (p < 0,05) enemmän DNA:ta kuin vanhoista 
lehdistä tai juurakoista. Myös juurista saatu DNA-saanto oli merkitsevästi (p < 0,05) 
juurakosta eristettyä DNA-määrää suurempi. Mann-Whitneyn U-testillä saadut merkitsevät 
erot saannoissa on osoitettu ryhmätunnuksella (a-c). 
Solukko n 
Pitoisuus 1 
(ng/µl) 
Konsentrointi 
Pitoisuus 2 
(ng/μl) 
Saanto (mg) Ryhmä 
Lehti (nuori) 19 26,6 ±13,2 Ei 26,6 ±13,2 5,1 ±2,6 a 
Lehti (vanha) 7 4,2 ±2,1 Kyllä 14,0 ±7,7 0,7 ±0,4 bc 
Juurakko 8 1,6 ±1,2 Kyllä 7,6 ±6,8 0,4 ±0,3 b 
Juuri 8 5,2 ±1,8 Kyllä 17,8 ±5,8 0,9 ±0,3 ac 
  
Nuorista lehdistä saatiin eristettyä eniten DNA:ta: kyseisestä solukosta saatu keskimääräinen 
saanto (5,1±2,6 mg) oli yli viisinkertainen muiden solukkojen saantoihin verrattuna. 
Juurakosta saatu saanto oli pienin (0,4±0,3 mg), ja se erosi merkitsevästi sekä nuorista 
lehdistä että juurista (0,9±0,3 mg). Myös vanhoista lehdistä saatu DNA-saanto (0,7±0,3 mg) 
oli merkitsevästi nuorten lehtien saantoa pienempi. Juurista saatiin eristettyä toiseksi eniten 
DNA:ta, eikä saanto eronnut lehtien eristystuloksista merkittävästi. DNA:n eristys onnistui 
siis tehokkaimmin nuorista lehdistä, ja vanhoista solukoista eristetyt DNA-saannot jäivät 
vähäisiksi. 
 
 
 
  
42 
 
5.2. qPCR-menetelmän optimointi 
 
5.2.1. Standardisuora 
Deboden ym. (2009) julkaisema qPCR-protokolla sovitettiin LightCycler 480 Instrument II 
(Roche) –laitteistolle. qPCR-menetelmällä määritetyt standardilaimennosten pitoisuudet eivät 
eronneet suuresti oletetuista pitoisuuksista (taulukko 3), eli templaatti-DNA monistui 
reaktiossa häiriöittä. Tämä näkyy myös monistusreaktion tehokkuudessa (2,041) ja 
standardisuoran kulmakertoimessa (-3,227), jotka olivat lähellä optimaalisia arvoja 
(tehokkuus 2, kulmakerroin -3,32). Reaktiossa päästiin lisäksi haluttuun tarkkuuteen: qPCR-
analyysissa pystyttiin havaitsemaan 50 fg puhdistettua C. acutatumin DNA:ta (taulukko 3, 
kuva 7).  
    
Taulukko 3. Standardinäytteiden (50 fg – 5 ng) Ct-arvot. qPCR-reaktiossa havaittiin 
vähimmillään 50 fg C. acutatumin DNA:ta sisältäneen näytteen monistuminen, joka oli 
standardisarjan pienin pitoisuus. 
Laskennallinen pitoisuus (ng) Ct-arvo Mitattu pitoisuus (ng) 
5 17,85 4,59 
5 17,64 5,31 
5 * 10
-1
 21,03 4,74 * 10
-1
 
5 * 10
-1
 20,92 5,12 * 10
-1
 
5 * 10
-2
 24,37 4,37 * 10
-2 
5 * 10
-2
 23,91 6,05 * 10
-2
 
5 * 10
-3
 27,37 5,13 * 10
-3
 
5 * 10
-3
 27,35 5,23 * 10
-3
 
5 * 10
-4
 30,72 4,69 * 10
-4
 
5 * 10
-4
 30,65 4,95 * 10
-4
 
5 * 10
-5
 33,91 4,83 * 10
-5
 
5 * 10
-5
 33,54 6,31 * 10
-5
 
 
 
Kuva 7. qPCR-optimoinnin standardisuora. Reaktion tehokkuus ja kulmakerroin ovat lähellä 
optimaalisia arvoja (tehokkuus 2, kulmakerroin -3,32).  
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5.2.2. Epäspesifinen sitoutuminen ja kontaminaatiot 
Kaikki negatiivikontrollit ja mansikkanäytteet antoivat heikon positiivisen tuloksen qPCR-
reaktiossa, jonka takia PCR-tuotteet ajettiin agaroosigeelille niiden koon tarkistamiseksi ja 
mahdollisten epäspesifisten monistustuotteiden havaitsemiseksi. Geelikuvasta nähtiin, että 
mansikkanäytteissä oli tapahtunut epäspesifistä monistumista (kuva 8, näytteet 7 ja 8) 
alukkeiden sitoutumislämpötilan ollessa 60 °C. Noin 320 emäsparin kokoista PCR-tuotetta 
monistui kuitenkin enää hyvin vähän, kun sitoutumislämpötilaa nostettiin neljällä asteella 
64 °C:een (kuva 8, näytteet 1 ja 2). Muokkauksella ei ollut vaikutusta templaatti-DNA:n 
monistumistehokkuuteen. 
 
Kuva 8. qPCR:n sitoutumislämpötilan optimointi. Epäspesifinen, noin 320 emäsparin 
kokoinen vyöhyke (punainen nuoli) on hävinnyt lähes kokonaan, kun sitoutumislämpötilaa on 
nostettu neljällä asteella. Negatiivikontrolleissa monistunut oikeankokoinen (80 ep) vyöhyke 
kertoo näytteiden mahdollisesta saastumisesta aiempien qPCR-ajojen monistustuotteilla. M = 
molekyylipainomarkkeri; 1, 2, 7 ja 8 = mansikkanäytteet; 3, 4, 9 ja 10 = 0,5 ng PCF753-
DNA; 5, 6, 11 ja 12 = negatiivikontrollit.     
 
Negatiivikontrolleissa ei olisi pitänyt olla lainkaan DNA:ta, joten niiden antama positiivinen 
tulos oli merkki joko reagenssien, käytetyiden välineiden tai reaktioseoksen 
valmistusvaiheessa tapahtuneesta saastumisesta. Geeliajon (kuva 8) tulosten perusteella 
kontrolleissa pääteltiin olevan C. acutatumin DNA:ta tai aikaisemmista qPCR-ajoista 
kulkeutuneita monistustuotteita, sillä vyöhykkeet (kuva 8, näytteet 5, 6, 11 ja 12) vastasivat 
oikeankokoista (80 ep) PCR-tuotetta. Erot negatiivikontrollien vyöhykkeiden 
voimakkuuksissa (kuva 8, näyte 5 vrt. 6; 11 vrt. 12) johtuvat todennäköisesti viereisistä C. 
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acutatum-standardinäytteistä (kuva 8, näytteet 4 ja 10): standardien monistustuotetta on 
paljon, joten osa tuotteesta on voinut kulkeutua viereisiin kaivoihin ennen elektroforeesiajon 
alkua.  
Kontaminaatiota yritettiin poistaa vaihtamalla PCR-reagenssit, mutta tämä ei auttanut, vaan 
negatiivikontrollit monistuivat edelleen. Sen sijaan UDG:n, eli aiemmista PCR-reaktioista 
kulkeutuneita monistustuotteita pilkkovan glykosylaasin lisäyksen jälkeen ei PCR-tuotetta 
enää syntynyt: negatiivikontrollien saastumisen aiheutti siis aikaisemmista ajoista 
kulkeutuneet monistustuotteet. Mansikkanäytteiden heikkoa positiivista tulosta ei kuitenkaan 
saatu poistettua, vaan kaikissa näytteissä tapahtui monistumista 35. syklin jälkeen UDG:n 
lisäämisestä huolimatta (kuva 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 9. Standardien ja mansikkanäytteiden monistumiskuvaajat. Kaikki mansikkanäytteet 
monistuivat (ympyrä) 35. syklin (punainen viiva) jälkeen, mutta niiden pitoisuutta ei saatu 
määritettyä. 0 = negatiivikontrollit, 1-6 = standardilaimennokset (5 ng – 50 fg PCF753-DNA), 
7-30 = mansikkanäytteet.      
 
Käytetty LightCycler 480 System 1.5 –ohjelma (Roche) ei laske viiden viimeisen syklin 
aikana monistuneiden tuotteiden pitoisuutta mittauksen epätarkkuuden takia, joten näytteiden 
sisältämää templaatti-DNA:n määrää ei pystytty määrittämään. Koska samanlaista 
monistumista tapahtui myös mikrolisätystä, kasvatushuoneessa kasvatetusta mansikasta 
eristetyssä näytteessä, päätettiin detektioraja asettaa 35. syklin kohdalle, jolloin sen jälkeen 
tapahtuneet monistumiset jätetään huomioimatta. 
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5.3. Mustalaikun havaitseminen qPCR-menetelmällä 
qPCR-menetelmän onnistuneen optimoinnin ja kontaminaatio-ongelman ratkaisemisen 
jälkeen Suonenjoelta ja yliopiston tutkimuspuutarhalta kerätyt mansikkanäytteet testattiin 
mustalaikkutaudinaiheuttajan suhteen. Suonenjoelta kerätyistä näytteistä yhdestä löytyi C. 
acutatumia: Rumba-kasvin nuoren lehden näyte sisälsi 6,98 fg sienen DNA:ta (Ct-arvo 
32,86), mutta vanhasta lehdestä, juurakosta tai juurista ei saatu positiivista tulosta. Kasvissa ei 
myöskään havaittu näkyviä mustalaikkuoireita kesän 2012 aikana (Jari Känninen, suullinen 
keskustelu).   
Tutkimuspuutarhalta löytyneen, mustalaikkuoireita ilmentävän Polka-mansikan 
taudinaiheuttajaksi vahvistui C. acutatum: qPCR-testistä saatujen Ct-arvojen (17,13 - 18,27) 
perusteella mansikasta otetut näytteet sisälsivät 3,5:stä yli 5:een ng C. acutatumin DNA:ta. 
Koska osalla näytteistä Ct-arvo oli pienempi kuin suurimman standardin (5 ng) Ct-arvo 
(17,69), niiden templaatti-DNA:n pitoisuutta ei pystytty määrittämään tarkasti, vaan voidaan 
vain todeta kyseisten näytteiden sisältäneen yli 5 ng taudinaiheuttajan DNA:ta. Huomattavaa 
oli, että kyseiset oireilevasta solukosta otetut, laimentamattomat DNA-näytteet monistuivat 
voimakkaasti reaktiossa, sillä aikaisemmissa kokeissa suoraan mustalaikkuoireesta otetun 
näytteen monistuminen on ollut odotettua heikompaa (Debode ym. 2009). Mansikkanäytteen 
monistusreaktioissa ei kuitenkaan tapahtunut merkittävää monistustehokkuuden 
heikkenemistä, eikä polymeraasi-inhibiittoreiden vaikutusta ehkäisevän T4 GP32 –reagenssin 
poistojättökään vaikuttanut asiaan. 
 
5.3.1. Näytteiden yhdistäminen 
Näytteiden yhdistämistestissä yllä mainitut positiiviset näytteet (Rumba- ja Polka-mansikka) 
yhdistettiin sekä pelkästään nuorista lehdistä eristettyyn DNA:han että vanhojen lehtien, 
juurakoiden ja juurien DNA:han. Molemmissa tapauksissa näytteet monistuivat, mutta eivät 
yhtä tehokkaasti kuin reaktion sisältäessä pelkästään yhtä näytettä (taulukko 4). 
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Taulukko 4. Ct-arvot näytteiden yhdistämistestissä. qPCR-reaktiossa yksin ajetun 
positiivinäytteen Ct-arvoa on verrattu yhdistettyjen näytteiden Ct-arvoihin. Ero yksittäisen ja 
yhdistettyjen näytteiden välillä on suurempi Polka-kasvin mansikkanäytteellä. Kummankaan 
positiivinäytteen monistuminen nuoriin lehtiin yhdistettynä ei eronnut huomattavasti 
vanhoihin solukkoihin yhdistetystä.  
 
Ct-arvo 
Positiivinäyte Yksin 
Nuoret 
lehdet 
Erotus 
Vanhat 
solukot 
Erotus 
Rumba  
(lehti) 
32,86 33,58 +0,72 33,3 +0,44 
Polka 
 (mansikka) 
18,25 21,94 +3,69 21,87 +3,62 
 
Ero yhdistettyjen ja yksittäisen näytteen välillä oli suurempi Polkan oireellisella mansikalla 
(nuoret lehdet Ct-arvo 21,94; vanhat solukot Ct-arvo 21,87, yksittäin Ct-arvo 18,25) kuin 
Rumban positiivisen lehtinäytteen tapauksessa (nuoret lehdet Ct-arvo 33,58; vanhat solukot 
Ct-arvo 33,30; yksittäin Ct-arvo 32,86), mutta kaikissa reaktioissa sienen DNA monistui 
selvästi, eli C. acutatumin havaitseminen onnistui ongelmitta. Yhdistämistestin perusteella 
inhibiittoreilla ei siis ollut merkittävää haittavaikutusta qPCR-reaktion tehokkuuteen, koska 
10 näytteen testaus yhdessä reaktioissa onnistui. 
Mustalaikun testaus taiminäytteistä maksaa 1,26 €/näyte ilman työkustannuksia. Suurin 
kuluerä on qPCR-reaktioon tarvittavat reagenssit, mutta kustannuksia voidaan alentaa 
yhdistämällä näytteitä: yhdistämistestin tulosten perusteella jopa 10 näytettä voidaan testata 
samassa reaktiossa, eli niiden testaus voidaan tehdä yhteen reaktioon tarvittavien qPCR-
reagenssien hinnalla. Taimien puhtaus voidaan nopeimmillaan varmistaa päivässä, mutta 
testausaika riippuu näytteiden määrästä. Toisin kuin reagenssikustannuksien tapauksessa, 
ajallisesti rajoittavana tekijänä on DNA:n eristys: esimerkiksi 12 näytteen valmistelussa ja 
DNA:n eristyksessä menee yhteensä noin 2-3 h, kun kahdessa tunnissa saadaan valmisteltua 
qPCR-levy, jolla voidaan analysoida 40 näytettä, tai enemmän, mikäli näytteitä yhdistetään 
samaan reaktioon. Monistusreaktio kestää yhden tunnin, jonka jälkeen tulokset saadaan 
selville välittömästi. Näytteiden yhdistäminen on siis hyödyllistä, kun halutaan laskea 
testauskustannuksia, mutta testausaikaan se ei vaikuta DNA:n eristyksen hitauden takia. 
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6. POHDINTA 
Mustalaikku on aiheuttanut tähän asti vain paikallisia tautiesiintymiä Suomessa, mutta yhä 
yleistyvä tuontitaimien käyttö lisää taudin leviämisen riskiä. Tautia aiheuttava C. acutatum –
sieni viihtyy erityisesti lämpimissä oloissa, joten sen aggressiivisempi leviäminen yhä 
pohjoisemmaksi ilmastonmuutoksen myötä on todennäköistä. Koska tautia aiheuttavan C. 
acutatum –sienen hävittäminen viljelmältä on hankalaa sen itiöiden säilymiskyvyn ja ei-
patogeenisen elinkierron takia, terveiden taimien käyttö on ensiarvoisen tärkeää. Ongelmana 
taimimateriaalin puhtauden varmistuksessa on kuitenkin piilevä infektio: kasveissa ei ilmene 
tautioireita, mutta sieni pystyy lisääntymään ja kulkeutumaan uusille alueille taimien mukana. 
Tämän takia pelkkä oireiden havainnointi ei riitä, vaan testauksessa tarvitaan myös 
molekyylibiologiaan perustuvia herkkiä menetelmiä. Kvantitatiivinen PCR on osoittautunut 
hyväksi vaihtoehdoksi mustalaikkutaudin diagnosointiin (Debode ym. 2009; Garrido ym. 
2009a). Tässä tutkimuksessa pyrittiin löytämään sopiva DNA:n eristysmenetelmä, 
yhdistämään se qPCR-detektioon, sekä selvittämään mikä taimien solukko soveltuu parhaiten 
mustalaikkutaudin testaukseen. Tavoitteena oli koota taimimateriaalin puhtauden varmistava 
diagnoosi-menetelmä, joka kattaisi kaikki vaiheet näytteenkeruusta patogeenin 
havaitsemiseen.      
qPCR-analyysiin tarvitaan korkealaatuista, inhibiittoreista vapaata DNA:ta, jonka eristäminen 
mansikasta on hankalaa solukoiden korkeiden polyfenolien ja polysakkaridien pitoisuuksien 
vuoksi (Porebski ym. 1997; Vandroemme ym. 2008). Paramagneettisia silikapartikkeleja 
hyödyntävä DNA:n eristysprotokolla osoittautui kuitenkin toimivaksi: jopa suoraan mansikan 
mustalaikkuoireesta otettu näyte monistui qPCR:ssä voimakkaasti. DNA oli siis saatu 
puhdistettua tehokkaasti polyfenoleista ja polysakkarideista eristyksen aikana, sillä Deboden 
ym. (2009) mukaan nekroottisesta oireesta eristetyn DNA:n mukana kulkeutuu huomattavasti 
monistuspolymeraasin toimintaa haittaavia yhdisteitä. Inhibiittorien poissaoloa tukee myös se, 
ettei niiden vaikutusta vähentävällä T4 GP32:n käytöllä ollut merkitystä, vaan monistuminen 
oli yhtä tehokasta ilman reagenssiakin. DNA:n puhtaudesta ei saatu numeerista tietoa, sillä 
NanoDrop-spektrofotometrillä saadut mittaustulokset olivat pitoisuuden suhteen 
epäluotettavia, joten ne eivät todennäköisesti kerro totuutta myöskään näytteiden puhtaudesta. 
Tavoitteena oli kuitenkin DNA:n riittävä puhdistaminen qPCR-analyysia varten, minkä voi 
katsoa toteutuneen ilman puhtaudesta kertovia lukujakin.  
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Eristyksessä saadut DNA-saannot vaihtelivat solukosta riippuen: 100 mg:sta juurakkoa, juurta 
tai talvehtineita lehtiä saatiin 0,4-0,9 mg DNA:ta, mutta nuorista lehdistä eristetty saanto oli 
huomattavasti suurempi (5,1±2,6 mg). Saannot ovat samansuuruisia kuin esimerkiksi 
suositulla DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) -menetelmällä, jolla saatiin Hanhinevan ja 
Kärenlammen (2007) tutkimuksessa nuorista lehdistä saannoksi noin 3-5 mg ja vanhoista 
lehdistä 1-2 mg DNA:ta. Artikkelissa todetaan saantojen erojen johtuvat siitä, että nuorissa 
lehdissä solut ovat pienempiä kuin kehittyneissä solukoissa, ja siten DNA-pitoisuus on 
kehittyvässä solukossa korkeampi. Tässä tutkimuksessa DNA:n eristys tehtiin manuaalisesti 
magneettista koeputkitelinettä hyödyntäen, mutta alkuperäisessä protokollassa käytettiin 
automatisoitua magneettipartikkeliprosessoria (Garrido ym. 2009a). Tämä on voinut vaikuttaa 
DNA:n puhtauteen ja saatuihin saantoihin: esimerkiksi etanolipesujen määrä oli 
kaksinkertaistettava riittävän puhtauden saavuttamiseksi, mikä on voinut pienentää pelastetun 
kokonais-DNA:n määrää. Vertailua manuaalisen ja automatisoidun DNA:n eristyksen tulosten 
välillä ei kuitenkaan voitu tehdä, sillä artikkelissa ei mainita näytteistä eristettyjen DNA:n 
puhtauksia tai pitoisuuksia.      
NanoDrop-spektrofotometrillä ja Qubit-fluorometrillä saatujen DNA-pitoisuuksien suuret erot 
voivat selittyä joko näytteiden sisältämillä kemikaalijäämillä, DNA:n liian vähäisellä määrällä 
luotettavaa absorbanssin määritystä varten tai NanoDrop-laitteen käyttökunnolla. 
NanoDropilla voidaan käyttöoppaan mukaan mitata vähimmillään 2 ng/µl DNA:ta, eli nuoria 
lehtiä lukuun ottamatta kaikkien näytteiden pitoisuudet olivat lähellä alarajaa, mikä on 
osaltaan vaikuttanut mittaustulosten tarkkuuteen. Käytetty NanoDrop-spektrofotometri on jo 
iäkäs, eikä sitä ole huollettu aikoihin. Vääristyneet tulokset voivat siis ainakin osittain johtua 
laitteen käyttökunnon heikkenemisestä. Kalibroinnilla voitaisiin saada mittaustulosten 
tarkkuutta parannettua, ja ylipäätänsä laitteen puhdistus, tarkastus ja huolto lisäisivät laitteen 
luotettavuutta.  
Koska nuorista lehdistä eristettyjen näytteiden pitoisuuskaan ei kuitenkaan vanhojen 
solukoiden näytteiden tapaan vastannut todellisuutta, pelkkä epätarkkuus ei riitä selittämään 
pitoisuuksien yliarviointia, vaan syynä ovat lisäksi olleet näytteiden sisältämät epäpuhtaudet. 
Spektrofotometri-mittauksissa liuoksen sisältämät yhdisteet vaikuttavat tulokseen mikäli ne 
absorboivat ultraviolettivaloa samalla aallonpituudella kuin DNA. Eristyksessä käytetty 
guanidiini-isotiosyanaatti on tällainen yhdiste, ja näytteisiin jääneet guanidiini-jäämät ovat 
todennäköisesti vääristäneet NanoDrop-mittausta aiheuttaen DNA-pitoisuuden yliarvioinnin. 
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Käytetyllä eristysprotokollalla saatujen näytteiden pitoisuutta ei siis voida luotettavasti 
määrittää NanoDropilla kemikaalijäämien takia. Sen sijaan Qubitilla saadut pitoisuudet ovat 
luotettavia, koska mittaus perustuu kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvan koettimen 
fluoresenssiin, joten liuoksen mahdolliset epäpuhtaudet eivät vaikuta pitoisuuden 
määrittämiseen. Qubit-fluorometrillä pystytään myös mittamaan pienimmillään 0,0005 ng/µl 
DNA-pitoisuus, eli näytteiden pitoisuudet olivat selvästi yli laitteen alarajan. 
Hanhinevan ja Kärenlämmen (2007) tutkimuksessa DNA:n puhtaus oli parempi nuorista 
lehdistä eristetyissä näytteissä, mikä onkin yhdessä suurempien saantojen kanssa syynä siihen, 
että kyseistä solukkoa suositellaan käytettävän lähtömateriaalina PCR-analyysissa. Myös 
tämän tutkimuksen perusteella nuori lehti on paras lähtömateriaali qPCR-analyysia varten: 
kyseisestä solukosta saadut saannot olivat yli viisinkertaisia muihin solukkoihin verrattuna, 
minkä lisäksi mustalaikku havaittiin vain Rumba-mansikan nuoresta lehdestä eristetystä 
näytteestä muiden solukoiden antaessa negatiiviset tulokset. C. acutatum leviää 
pisaravälitteisesti, joten se kulkeutuu usein ensimmäisenä lehtiin, mikä tukee lehtien käyttöä 
mustalaikkuinfektioiden seulontamateriaalina. Nuoret lehdet ovat parempia kuin vanhat, joista 
ei löytynyt infektioita, ja joiden DNA-saannot jäivät alle 1 mg:n. Vähäinen eristetyn DNA:n 
määrä lisää monistusta häiritsevien inhibiittorien merkitystä, jolloin taudinaiheuttajan 
havaitseminen on epävarmempaa.  
Lehtien käyttöä testausmateriaalina hankaloittaa kuitenkin niiden saatavuus: tuontitaimet ovat 
usein frigotaimia, joiden lehtiruusukkeet leikataan lähes kokonaan pois ennen kuljetusta. 
Tämän takia muiden solukoiden käyttö testauksessa helpottaisi tautiseulontaa ja taimien 
puhtauden varmistamista. Testatuista juuri- ja juurakkonäytteistä ei löytynyt yhtään infektiota, 
mutta näytteiden yhdistämistestin perusteella inhibiittorit eivät häiritse C. acutatumin DNA:n 
monistumista qPCR:ssä, eli mustalaikun testaus onnistuu solukoista. Juurakoista ja juurista 
otettujen näytteiden soveltuminen tautiseulontaan on silti kyseenalaista. Vaikka C. acutatum 
voi levitä esimerkiksi saastuneesta maasta juuriin, lehtien ja juurakoiden infektiot ovat 
tavallisempia. Juurakoista saatiin kuitenkin eristettyä vain hyvin vähän DNA:ta, ja näytteiden 
kerääminen kyseisestä solukosta tarkoittaa käytännössä sitä, ettei taimia pystytä enää 
käyttämään, jolloin istutusaineistoa menetettäisiin testauksen yhteydessä. Juurien ja 
juurakoiden käyttö mustalaikun testauksessa on siis mahdollista, mutta nuoret lehdet 
soveltuvat tehtävään paremmin. Suositeltavaa olisi, että lehtinäytteet kerättäisiin jo taimistolla 
  
50 
 
ennen lehtiruusukkeiden pois leikkausta, ja testattaisiin välittömästi. Tällöin saastuneet taimet 
voitaisiin seuloa pois ennen kuljetusta ja istutusta.  
Deboden ym. (2009) julkaisema qPCR-protokolla saatiin sovitettua LightCycler 480 –
laitteistolle (Roche) ja analyysissa saavutettiin tavoiteltu herkkyys eli 50 fg C. acutatumin 
DNA:ta sisältäneen standardilaimennoksen monistuminen havaittiin. Alukkeiden 
sitoutumislämpötilasta johtunut epäspesifinen monistuminen oli odottamatonta, sillä Deboden 
ym. tutkimuksessa ei tällaista havaittu. Monistuminen voi selittyä qPCR-laitteiden eroilla: 
ilmeisesti eri laitteiden todelliset lämpötilat eroavat merkitsevästi toisistaan, vaikka tavoitellut 
lämpötilat olisivat samat. Neljän asteen nosto (60 ºC -> 64 ºC) sitoutumislämpötilassa on 
kuitenkin melko huomattava muutos, koska kyseessä oli jo optimoitu menetelmä.     
Mansikkanäytteiden 35. syklin jälkeisestä monistumista ei saatu lukuisista yrityksistä 
huolimatta poistettua. Tämä ei kuitenkaan haittaa mustalaikun havaitsemista, vaan myöhäinen 
monistuminen voidaan jättää huomioimatta detektiorajan jälkeisenä tuloksena. Monistumisen 
syy ei selvinnyt, mutta on mahdollista, että qPCR-reaktion valmistelussa käytetty laboratorio 
on kontaminoitunut C. acutatumin DNA:lla, sillä samassa tilassa oli tehty sekä sieni- että 
mansikkanäytteiden DNA:n eristys. qPCR-reaktioseos valmistettiin erillisessä puhdastilassa, 
ja näytteet pipetoitiin levylle laminaarilla, joten kontaminaatio on tuskin tapahtunut näissä 
vaiheissa. Sen sijaan näytteiden laimennokset tehtiin laboratoriossa ilman suojausta, joten 
pieniä määriä templaatti-DNA:ta on voinut kulkeutua huoneilmasta tai käytetyistä välineistä 
näytteisiin.  
Aiemmista qPCR-ajoista uusiin reaktioseoksiin kulkeutuneet monistustuotteet osoittavat 
kuinka helposti alle 50 fg DNA:ta voi päätyä näytteisiin huolellisesta työskentelystä 
huolimatta. Kaikki vaiheet, joissa templaatti-DNA:ta voi päätyä ilmaan tai välineisiin, olisi 
siksi hyvä tehdä erillisissä tiloissa, jotta vastaavilta ongelmilta vältyttäisiin. Taudinaiheuttajan 
testaus olisikin suositeltavaa tehdä laboratoriossa, jossa on mahdollista tehdä kaikki 
työvaiheet erillisissä paikoissa: näytteiden DNA:n eristykseen ja referenssisienikantojen 
käsittelyyn käytetyt tilat on erotettava selkeästi toisistaan, samoin qPCR-reaktion valmistelut 
on tehtävä erillisessä puhdastilassa. Myös näytteiden laimennoksiin ja pipetointiin qPCR-
levylle olisi hyvä varata oma tila ja laminaari. Testaus vaatii myös työntekijältä hyvää 
laboratoriohygieniaa. 
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qPCR on herkkä ja spesifinen menetelmä, jolla pystytään havaitsemaan ja tunnistamaan 
taudinaiheuttaja, vaikkei sitä olisi kasvimateriaalissa riittävästi esimerkiksi maljaamiseen tai 
ELISA-menetelmään perustuvaa tunnistusta varten. Herkkyys aiheuttaa kuitenkin myös 
ongelmia: qPCR-analyysilla ei pystytä erottamaan kuolleita soluja elävistä, joten vähäinenkin 
määrä patogeenin DNA:ta saa aikaan positiivisen tuloksen eli kasvin oletetaan olevan sairas 
tai taudinkantaja, vaikka kyseessä olisi todellisuudessa vain solun hajoamisen yhteydessä 
ympäristöön vapautunut perimä. Tästä syystä Rumba-mansikasta saadun positiivisen 
lehtinäytteen perusteella ei voida varmasti sanoa kasvin olevan infektoitunut, sillä C. 
acutatumin DNA:ta on voinut kulkeutua pieniä määriä lehden pinnalle kuljetuksien ja muiden 
käsittelyjen yhteydessä. Myös negatiiviset näytteet juurista, juurakoista ja vanhoista lehdistä 
herättävät epäilystä sienen läsnäolosta. Kyseinen mansikka ei ilmentänyt mustalaikkuoireita 
kesän 2012 aikana, joten havaintojen perusteella tauti ei puhjennut tai levinnyt viljelmällä; 
kasvuston hävittäminen suojelutoimenpiteenä olisi siis voinut olla hätiköityä. Toisaalta 
nykyisten säädöksien mukaan taimiaineiston on oltava täysin puhdasta, eli taimesta löytynyt 
pienikin määrä mustalaikkua estää sen myynnin ja käytön. Vaikka kyseessä olisikin kuolleen 
patogeenin aiheuttama väärä positiivinen tulos, on suositeltavampaa olla korostetun 
varovainen kuin ottaa riski ja levittää mustalaikkua uusille alueille. 
Kuolleiden solujen tai vapaan DNA:n aiheuttamia vääriä hälytyksiä voitaisiin vähentää 
käyttämällä qRT-PCR-menetelmää tunnistuksessa: tällöin vain l-RNA:ta tuottavat eli elävät 
solut havaittaisiin PCR-monistuksessa. Menetelmä on kuitenkin alttiimpi virheille RNA:n 
nopean hajoamisen vuoksi, joten se vaatisi esimerkiksi kasvinäytteiden välitöntä pakastusta, 
mikä ei aina ole mahdollista. qRT-PCR-menetelmä on lisäksi työläämpi ja vaatii vielä 
suurempaa huolellisuutta työskentelyssä, sillä työvaiheiden määrän lisääntyminen tarkoittaa 
myös suurempaa kontaminaatioriskiä. Toinen vaihtoehto vain eläviä organismeja 
havaitsevaksi menetelmäksi on bio-qPCR, jossa patogeeni eristyksen ja maljauksen jälkeen 
tunnistetaan qPCR:llä. Menetelmä on kuitenkin aikaa vievä, eikä se ole yhtä herkkä kuin 
pelkkä qPCR, joten vähäiset patogeenimäärät voisivat jäädä huomaamatta. Vaikka qPCR-
menetelmä ei erota kuolleita soluja elävistä, on se myös tulevaisuudessa hyvä vaihtoehto 
yksittäisten patogeenien, kuten mustalaikun, testaamiseen.             
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6.1. Johtopäätökset 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli pystyttää taimien mustalaikun testaukseen soveltuva 
menetelmä, jossa yhdistettäisiin tieto parhaiten testaukseen soveltuvasta solukosta toimivaan 
DNA:n eristysprotokollaan ja qPCR-analyysiin. Tavoitteessa onnistuttiin, ja tuloksena oli 
menetelmä, jolla taimista pystytään havaitsemaan ja tunnistamaan herkästi ja luotettavasti 
mustalaikkua aiheuttava C. acutatum –sieni.  
Sopivimmaksi testausmateriaaliksi osoittautui nuori lehti: DNA:n eristyksessä solukosta 
saatiin suurimmat saaliit, ja lisäksi mustalaikkuinfektiot alkavat usein lehdistä. Solukon 
käyttöä haittaa kuitenkin se, ettei tuontitaimissa välttämättä ole jäljellä lehtiruusuketta. Mikäli 
lehtiä ei ole saatavilla, mustalaikun testaus onnistuu myös juurakoista ja juurista, vaikkakin 
taudinaiheuttajan havaitseminen on epävarmempaa juurakoista saadun vähäisen DNA:n 
määrän ja juuri-infektioiden harvinaisuuden takia. 
Paramagneettisia silikapartikkeleja hyödyntävällä DNA:n eristysprotokollalla saatiin 
eristettyä mansikasta puhdasta DNA:ta jatkoanalyyseja varten. Mansikka sisältää paljon 
monistuspolymeraasin toimintaa häiritseviä polysakkarideja ja polyfenoleja, joten 
puhdistuksessa on käytettävä hyvää menetelmää, jottei qPCR-menetelmän herkkyys kärsi. 
Käytetyllä eristysmenetelmällä saavutettiin tavoite, sillä inhibiittoreilla ei ollut merkittävää 
vaikutusta monistumiseen. C. acutatumin havaitseminen useampien näytteiden yhdistetystä 
reaktiosta onnistui ongelmitta, ja oireellisesta mansikasta otettu näyte monistui qPCR:ssä 
voimakkaasti, vaikka nekroottinen oire sisältää usein huomattavasti inhibiittoreja. DNA:n 
pitoisuutta ei kuitenkaan pystytä määrittämään luotettavasti NanoDrop-spektrofotometrillä 
eristyksestä jääneiden kemikaalijäämien takia, mutta DNA:n määrät voidaan mitata 
esimerkiksi Qubit-fluorometrillä. 
qPCR-menetelmän sovittaminen käytetylle laitteistolle onnistui ja tavoiteltu herkkyys 
saavutettiin. Mansikkanäytteissä tapahtui viiden viimeisen syklin aikana monistumista, mutta 
tämä ei häiritse taudinaiheuttajan tunnistusta, vaan voidaan sulkea pois detektiorajan 
jälkeisenä monistumisena. Kontaminaatioiden välttämiseksi laboratoriohygeniaan on 
kiinnitettävä erityistä huomiota, sillä menetelmän herkkyyden takia pienikin määrä templaatti-
DNA:ta voi aiheuttaa väärän positiivisen tuloksen. Taudinaiheuttajan testaus pitäisikin tehdä 
laboratoriossa, jossa voidaan erottaa selkeästi jokaiselle työvaiheelle oma tilansa.  
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